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EDITORIAL

La Revista Agronomia Tropical se complace en presentar la Edicién Especial de los trabajos
en extenso del VI Congreso Venezolano de Mejoramiento Genético y Biotecnologia Agricola
(VI CONVEME); evento desarrollado en la sede del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA-Guarico) del 11 al 13 de junio de 2014 en la ciudad de Calabozo y que contd
con el tema central “Ampliacion de la diversidad genética y de la diversidad de especies para
el fortalecimiento de la agricultura venezolana”.

El mejoramiento genético de plantas, con el auxilio de herramientas biotecnologicas, puede
y debe ofrecer alternativas que permitan la ampliacién de la base genética de los cultivos y
la oportunidad de estimular el desarrollo de nuevos materiales genéticos, lo que conlleva a
que la ensenanza y la investigacién en estas areas, constituyan un medio indispensable de
contribucién al desarrollo auténomo y bienestar agroalimentario de nuestro pueblo.

El tema de las ciencias agricolas es inagotable, y los avances en el mejoramiento genético
de cultivos y la biotecnologia generan grandes expectativas en la solucion de problemas
emergentes de la agricultura. De alli, que esta Edicion Especial comprende articulos cientificos
de mejoramiento genético en toda su dimension: a) con la aplicacion de herramientas
biotecnologicas desde lo convencional a lo mas novedoso; b) con mejoras de factores biodticos
(plagas) y abidticos (déficit hidrico); y ¢) con estudios de diversidad genética involucrando a
los actores de la cadena productiva, donde el agricultor juega un papel relevante y decisivo
en la adopcion de la tecnologia, generandose nuevas variedades, asi como la producciéon de
semilla genética, insumo principal en la consolidacion de la seguridad y soberania alimentaria
de Venezuela.

Dra. Gelis Torrealba
Presidenta del Comité Organizador del VI CONVEME
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Evaluacion de la resistencia a la bacteriosis comun
de la caraota en familias F, , de Phaseolus vulgaris L.

Evaluation of resistance to common bacterial blight
of black bean in the family F, , of Phaseolus vulgaris L.

Rossmary Castafieda’, Catalina Ramis?* y Anna Maselli’

'Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas. INIA Lara y Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias

(CENIAP), respectivamente. Venezuela.

2Universidad Central de Venezuela. Facultad de Agronomia. Apdo. 4579, Maracay 2101A, estado Aragua.
Correos electronicos: rcastaneda@inia.gob.ve, cmcramis@yahoo.es*

RESUMEN

La caraota (Phaseolus vulgaris L.), representa uno
de los alimentos basicos en la dieta del venezolano.
La productividad se ve seriamente afectada por
la bacteriosis comun causada por Xanthomonas
phaseoli. La incorporacion de genes de resistencia,
a través de programas de cruzamiento se presenta
como una alternativa de control. Con el fin de evaluar
la resistencia a la bacteriosis comun, se estudiaron
familias F,, de la caraota provenientes del cruce
XAN-154 y MEM-0301013. Las plantas fueron inocu-
ladas con heridas, utilizando un cojin de alfileres
sobre las protdfilas, con una cepa proveniente de
Tucutunemo. Las variables evaluadas, tamano
de las manchas (mm) y porcentaje del area foliar
afectada (% AFA), permitieron estudiar el avance
de la enfermedad. Para el momento de maximo
desarrollo de la enfermedad, 25 dias después
de inoculadas (DDI) las plantas, se determind la
distribucién de la frecuencia en los distintos grados de
la escala de reaccién (1 al 9). Se realizé la prueba de
bondad de ajuste (x?), arrojando que la segregacion
observada correspondio a un gen mayor dominante
en F,. Se encontraron dos familias F,, (16 y 36)
completamente resistentes, el padre XAN-154 vy el
genotipo XAN-149 presentaron resistencia alta. La
mayoria de las familias F,, mostraron resistencia
alta a moderada. La resistencia aportada por el
progenitor XAN-154, pudiera utilizarse como fuente
de resistencia monogénica en la conformacion de
otras poblaciones para mejoramiento genético. Se
evidencié la presencia de poligenes a la resistencia
posiblemente aportados por ambos progenitores:
estos genes menores pudieran aprovecharse en
futuros programas de mejoramiento.

Palabras clave: Xanthomonas phaseoli, herencia,
inoculacién.

Recibido: 15/03/14  Aprobado: 09/07/15
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ABSTRACT

The black bean (Phaseolus vulgaris L.), is one of
the staples in the venezuelan diet. Productivity is
seriously affected by the common bacterial blight
caused by Xanthomonas phaseoli. Incorporating
resistance genes through breeding programs
is presented as an alternative control. In order
to evaluate the resistance to common bacterial
blight, black beans families F, , were studied, from
crossing XAN-154 and MEM-0301013. The plants
were inoculated with Tucutunemo strain, using the
multiple needle method on protophylls. The variables
evaluated, spot size (mm) and percentage of leaf
area affected (%FAA) allowed us to study the disease
advance. For the moment of maximum development
of disease, 25 days after plants inoculation (DDI),
the frequency distribution of the different degrees
of reaction (scale from 1 to 9) was determined. The
goodness of fit test (¥?) was performed, yielding
that segregation observed corresponded to a single
dominant gene in F,. Two families F,, (16 and 36)
were found completely resistant, the father XAN-154
and genotype XAN-149 showed high resistance. Most
families F_, showed high to moderate resistance.
The resisfance provided by the parent XAN-154,
could be used as a source of monogenic resistance
for the conformation of other populations in genetic
breeding. There was evidence of the presence of
polygenes for resistance possibly provided by both
parents, these genes of smaller effect, could be used
in future breeding programs.

Key words: Xanthomonas phaseoli, inheritance,
inoculation.

Publicado: 16/11/16
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INTRODUCCION

La caraota (Phaseolus vulgaris L.), es una de las
once especies que alimentan al mundo (Cruz, 2000).
Se utiliza como alimento basico suministrando
proteinas, calorias, vitaminas y sales minerales.
Su produccion abarca los cinco continentes,
siendo América y Africa los mayores productores
y consumidores de esta leguminosa (Cruz, 2000;
Acosta et al., 2007; Rodriguez et al., 2009).
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).

La productividad de este rubro en el pais es
baja, segun el Segundo Informe Nacional sobre
el Estado de los Recursos Fitogenéticos para
la Agricultura y la Alimentacion (Gutiérrez et al.,
2008), los rendimientos han progresado desde
600 kg ha' a principios de 1990, hasta 900 kg ha'
en 2006. Esta situacion hace que la produccion
no satisfaga la demanda nacional, teniéndose
que recurrir afo tras afio a laimportacién, con las
consecuencias econdémicas y sociales que esto
acarrea (Cruz, 2000).

La incidencia de enfermedades es uno de los
factores que limita la produccion del cultivo. En
nuestro pais la productividad de la caraota esta
seriamente afectada por la bacteriosis comun
originada por Xanthomonas phaseoli, siendo
una de las principales causas de los bajos
rendimientos de este cultivo, ya que reduce
de 40 a 45% la produccion de grano y afecta 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 efectiva y ecolégicamente
sustentable, tomando en cuenta la baja eficiencia
del control quimico, asi como el costo ambiental
y econdmico (Zapata et al., 1985; 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 patégenos en el campo
(Santos et al., 2003; Nunes et al., 2008).

Los programas de mejoramiento genético de
caraota, enfatizan la identificacion de germoplasma
como fuente de resistencia a X. phaseoli (Yoshii,
1980; Ramirez et al., 1996; Miklas et al., 1999;

Cruz et al., 2001). De esta manera, es necesario
incorporar genes de resistencia a través de
los programas de cruzamiento con genotipos
portadores de la resistencia y genotipos de mejor
comportamiento agronémico, para posterior
seleccion de descendientes con caracteristicas
deseables de resistencia y produccion.

Por lo anterior, en un programa de mejoramiento
financiado por el proyecto BID-FONACIT Il
N° 26110 2004-000410, a través del sub-proyecto
“Busqueda de marcadores moleculares asociados
a la resistencia a la bacteriosis comun en caraota”,
en el presente estudio se tuvo como objetivo
evaluar la resistencia a la bacteriosis comun de
la caraota en familias avanzadas F,, de caraota
provenientes del cruce XAN-154 y MEM-0301013.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé en las instalaciones de
la Unidad de Proteccion Vegetal del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA),
Maracay, estado Aragua.

Material vegetal. Se realizaron cruzamientos
usando parentales resistentes a la enfermedad,
originando nueve poblaciones. Las plantas F,
obtenidas se sembraron en condiciones de
umbraculo para el estudio de la herencia de
la resistencia a X. phaseoli, inoculandose con
una cepa de la bacteria colectada en los Valles
de Tucutunemo, estado Aragua. Las plantas
sobrevivientes se cosecharon individualmente,
obteniéndose asi las familias F,,. A partir de
estas F,, disponibles se obtuvieron las familias
F,, utilizadas.

Para el estudio se utilizaron 98 familias F,,
provenientes del cruce entre el progenitor resis-
tente XAN-154 y el susceptible MEM-0301013
a la bacteria X. phaseoli. Se emplearon como
testigos resistentes: XAN-154 y XAN-149,
lineas avanzadas del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT) procedentes
del 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.
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Preparacion del inéculo. La cepa de X. phaseoli
fue conservada en el Laboratorio de Proteccion
Vegetal del INIA y multiplicada en medio sélido de
agar nutritivo: 3 g de extracto de carne (Extract
powder), 5 g de peptona, 8 g de cloruro de sodio y
18 g de agar en un litro de agua destilada; pH 5,8.
De las colonias puras de X. phaseoli, se prepard
una suspensién bacteriana con agua destilada
estéril, de 24 horas de crecimiento. A partir de
estas, se prepard una suspension agregandole una
gota de Tween 80, hasta llegar a una concentracion
de 108 ufc.ml', medida en el espectrofotémetro, a
unalectura entre 0,2y 0,3 D.O. (rango aproximado
para inoculaciones en bacterias), y 460 nm de
longitud de onda (Schaad et al., 2001; Movil et al.,
2005a; Movil et al., 2005b).

Método de inoculacion. La inoculacion se
realizé en las hojas protdfilas de las plantas
17 dias después de la siembra, utilizando un
cojin de alfileres con algodén impregnado de la
suspension bacteriana, haciendo una leve presion
sobre las dos hojas ocasionandole heridas, para
facilitar la entrada de la bacteria (Lépez, 2003).
Posteriormente, se aplicé la suspension sobre
la herida con un asperjador DeVilbiss, a fin de
asegurar una buena presion de inéculo. Las plantas
inoculadas se colocaron en camara humeda 90%
HRy25a 32 °C, durante 48 h y consecutivamente
se trasladaron a condiciones de umbraculo. Como

control de la inoculacién, se prepararon testigos
positivos y negativos constituidos por tres plantas
de cada uno de los genotipos Tacarigua, MEM-
0301013, XAN-154 y XAN-149.

Diseino del experimento. La respuesta de las
familias F,, se evalu6 mediante un disefio de
bloques al azar con dos repeticiones. La unidad
experimental estuvo comprendida por 1 planta. Se
sembraron las familias F,, y los testigos a razon
de una semilla por bolsa negra de polietileno
conteniendo 1 kg de tierra abonada previamente
esterilizada.

Evaluacion de la enfermedad. Se tomaron
registros sobre el avance de los sintomas de la
enfermedad, considerando las variables tamafo
de las manchas presentes en milimetros (mm) y
porcentaje del area foliar afectada (%AFA), desde
el momento de la aparicién de los sintomas, cada
4 dias durante 16 dias. Se midi6 el avance de la
mancha en los puntos de inoculacion sobre la hoja
protéfila de cada planta y se promediaron las dos
medidas por planta. Con tales mediciones se pudo
establecer graficamente, la dinamica de avance
de la enfermedad de cada genotipo (Movil et al.,
2005a; Movil et al., 2005b), se estimé visualmente
%AFA (Cuadro 1) con escala 1 a 9 segun Lopez
(2003) y se procedi6 a asignar un grado de avance
de la enfermedad.

Cuadro 1. Escala arbitraria de evaluacion para porcentaje de area foliar afectada (%AFA)
en plantas inoculadas con Xanthomonas phaseoli.

Escala % AFA Interpretacion
1 Sin lesién Completamente resistente
2 1-12,5 Resistencia alta
3 13-25,5 Resistencia moderada
4 26-38,5 Resistencia baja
5 39-51,5 Baja susceptibilidad
6 52-64,5 Moderada susceptibilidad
7 65-77,5 Alta susceptibilidad
8 78-90,5 Muy alta susceptibilidad
9 91 Susceptibilidad severa

Fuente: Lopez, 2003.
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Evaluacion y analisis de la herencia de la
resistencia. Se estudié la segregacion de la
resistencia, medida tanto en forma cuantitativa
como cualitativa. Para el estudio de la herencia
monogeénica se verifico la herencia de la resistencia
a X. phaseoli siguiendo el procedimiento de
Ramis et al. (2007), considerando resistentes las
plantas con una escala de reaccion de 1 a 4, y
susceptibles de 5 a 9.

La frecuencia obtenida para estos dos tipos de
fenotipos se comparo con la frecuencia esperada
para una segregacion de un gen mayor en F,,
correspondiente a la segregacion % resistentes:
Ya susceptibles. Se realizo la prueba de bondad de
ajuste (x?), donde se compararon las frecuencias
observadas y esperadas para las categorias
resistente y susceptible.

Para el estudio de la herencia poligénica se realizé
un analisis cuantitativo, con el fin de identificar
posibles diferencias estadisticas entre genotipos.
Se efectud analisis de varianza para las variables
tamafio de la mancha (mm)y %AFAal momento de
maxima intensidad de la sintomatologia, 25 dias
después de la inoculacién (DDI). En las variables
que presentaron diferencias significativas entre
los genotipos, se realizé la prueba de medias de
Duncan a un nivel de probabilidad del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Desarrollo de la enfermedad

A los 7 DDI se empezaron a evidenciar los
sintomas caracteristicos de la enfermedad
“bacteriosis comun de la caraota” resultados
que coinciden con los reportados por Movil et
al., 2005a; Salomon, 2002; Ramis et al., 2007;
Lagarde et al., 2010. En la lamina foliar, a partir de
los puntos de inoculacién, se observé una mancha
que aumenté de forma irregular, con la presencia
de un halo amarillo creciendo hacia los margenes
de la hoja, que posteriormente se torn6 de color
café, ocasionando en algunos casos la caida de
las hojas (Figura 1).

En la Figura 2 se presentan las tendencias
observadas para el desarrollo de la enfermedad,
medido por el tamafio de la mancha en mm
(A) o por el AFA (B). En general, se observaron
plantas que durante todo el periodo de evaluacién
no presentaron sintomas (F16). Otro grupo de
genotipos (F64 y F95) mostraron sintomas leves
a partir de los 11 DDI, con manchas que no
sobrepasaron los 12 mm y no afectaron mas de
20% del area foliar, comportamiento que fue similar
al del progenitor resistente XAN-154, y al genotipo
XAN-149. Ambos grupos se pueden catalogar
como resistentes segun la escala de Lopez (2003).

Figura. 1. Primeros sintomas de la enfermedad en protdfila luego de ser inoculada.
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de caraota a diferentes dias después de inoculacion.

Otro grupo de familias F,,, demostraron un
desarrollo inicial similar al grupo anterior; sin
embargo, a partir de los 18 DDI el desarrollo de
la enfermedad se incremento llegando a afectar
hasta un 60% del area foliar. Este comportamiento
se evidencio en el progenitor susceptible MEM-
0301013, la variedad comercial Tacarigua y las
familias 100 y 103, considerandose susceptibles.

Herencia de la resistencia

Resistencia monogénica. Para el momento
de maximo desarrollo de la enfermedad en el
periodo de observacion considerado (25 DDI),
se determind la distribucién de la frecuencia
de los distintos grados de la escala de reaccién
a X. phaseoli (Lopez, 2003) demostrado en
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el Cuadro 2. Se evidenciaron dos familias
completamente resistentes (16 y 36), el mayor
numero de familias (33), y el progenitor XAN-154
ubicado en la escala dos, equivalente a plantas de
resistencia alta. Otro grupo de 26 familias, junto
al testigo XAN-149, en escala tres equivalente a
plantas de resistencia moderada.

Esimportante sefalar que ninguno de los genotipos
evaluados mostré una reaccion correspondiente
alas escalas 8 y 9, que se interpretan como muy
alta susceptibilidad y susceptibilidad severa,
respectivamente. Teniendo en cuenta estos
resultados, se puede afirmar que el cruce entre
el padre XAN-154 y MEM-0301013 es un cruce
promisorio, pues, su descendencia mostré una
resistencia alta a moderada a la bacteria.
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Cuadro 2. Frecuencia de plantas con distintos grado de reaccion a Xanthomonas
phaseoli de testigos y familias F, , de caraota.

Escala’ F,, Testigos Frecuencia
1 2 0 2,04081633
2 33 XAN-154 33,6734694
3 26 XAN-149 26,5306122
4 20 0 21,4285714
5 12 MEMO0301013 11,2244898
6 3 Tacarigua 3,06122449
7 2 0 2,04081633
8 0 0 0
9 0 0 0

Total 98 100

'Escala de evaluacién para %AFA (Lopez, 2003).

La variedad comercial Tacarigua mostré el mayor
grado de susceptibilidad con escala de 6, que se
interpreta como moderada susceptibilidad, este
resultado coincide con el comportamiento de este
cultivar en campo, y la imperiosa necesidad de
ofertar a los productores de este rubro, nuevos
y mejores cultivares, debido a la poca oferta de
materiales en el mercado nacional.

A fin de verificar la herencia de la resistencia a
X. phaseoli, es importante sefalar que hasta el
momento en que se realizé este trabajo, no se
habia efectuado una seleccidon hacia plantas
resistentes, porlo que se espera que la segregacion
de familias F, , corresponda a la misma observada
en la poblacion F, evaluada por Ramis et al. (2007).

En el Cuadro 3 se presenta la prueba de bondad
de ajuste (y?), donde se comparan las frecuencias
observadas y esperadas para las categorias
resistente y susceptible. El valor de y? total obtenido
(3,06) es menor al valor tabulado x*para un grado
de libertad (3,84), por lo que se puede afirmar
que la segregacion observada corresponde a
la segregacion de un gen mayor dominante en
F,, confirmando asi los resultados obtenidos
por Ramis et al. (2007), asi como las evidencias
demostradas por Silva et al., 1989; Cruz et al.,
2004, quienes también encontraron resistencia a
la bacteria controlada por genes mayores.

De esta manera, se reafirma la resistencia
aportada por el progenitor XAN-154, que pudiera
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utilizarse como fuente de resistencia monogénica
en la conformacién de otras poblaciones para el
mejoramiento genético.

Resistencia poligénica. Se observaron dife-
rencias significativas entre genotipos para la
variable tamafo de la mancha (mm), asimismo,
diferencias altamente significativas para % AFA.
Los coeficientes de variacién estuvieron entre
46,56 y 52,08% (Cuadro 4).

El Cuadro 5 muestra el resultado correspondiente a
la prueba de medias (DUNCAN) para la variable del
tamano de la mancha (mm) de testigos y familias
F,,de caraota; se evidencia la ausencia de una
clara definicion de grupos, sino por el contrario, un
cambio gradual. Lafamilia 87 y la variedad comercial
Tacarigua con los valores mayores de media que
corresponden a un tamafo de mancha superior, y
por tanto, una reaccion susceptible con medias de
51,5y 49 mm, el padre MEM-0301013 también se
ubico entre los genotipos susceptibles con media
de 38,5 mm.

Las familias 16 y 36 no presentaron ningun
sintoma con medias de 0,0 mm con una reaccion
completamente resistente; segun Borges (1987),
la familia 3 con una media de 1,5 mm representa
una reaccion resistente. Las 34 familias F,,
fueron superiores al padre XAN-154 catalogado
como resistente y la mayoria de las familias F,,
presentaron resistencia alta a moderada.
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Cuadro 3. Prueba de bondad de ajuste para la segregacion de un gen mayor
dominante de resistencia a Xanthomonas phaseoli en familias F,, ,

de caraota.
Fenotipo 0] E x?
Resistente 81 73,5 0,7653
Susceptible 17 24,5 2,2959
Total 98 98 3,0612

O= valores observados; E= valores esperados.

Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis de la varianza (ANAVAR) de la
resistencia a Xanthomonas phaseoli para el tamafio de la mancha
y el porcentaje del area foliar afectada de testigos y familias F,,

de caraota.
Fuente de variacion G.l. mm % AFA
Repeticiones 1 10,191 N.S. 1.439*
Genotipos 101 4.367* 6.522**
E.E 208 3.055 3.862
Total 314
CV (%) 46,56 52,08

N.S.: no significativo; *= significativo; **= altamente significativo.

La prueba de medias para la variable %AFA de
testigos y familias F,, de caraota (Cuadro 6);
muestra que la mayoria de las familias F, , formé
grupos con medias entre 1y 12,5% incluyendo
el padre XAN-154 y testigo XAN-149, que
corresponden a una resistencia alta. Las familias
16 y 36 con medias de 0,0% para una resistencia
completa. La variedad comercial Tacarigua con
media de 51,3% con moderada susceptibilidad.
Otro grupo estuvo constituido por las familias
38, 47 y el padre MEM-0301013, con medias
de 80; 73,5 y 71,3%, respectivamente, siendo
susceptibles.

Estos resultados evidencian la presencia de
poligenes para la resistencia a la bacteria X.
phaseoli de la poblacién evaluada de caraota, y
posiblemente aportados por ambos progenitores;
estos genes menores pudieran aprovecharse en
futuros programas de mejoramiento. Resultados
similares fueron obtenidos por Lagarde et al.
(2010) quienes encontraron que el caracter de
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resistencia viene dado por la presencia de un
gen mayor de resistencia mas un conjunto de
poligenes de efecto menor, cuando evaluaron
plantas F, de caraota provenientes del cruce de
una variedad local MEM-030114 y la linea 8.

El hecho de encontrar evidencias de la presencia
de un gen mayor de resistencia, asi como un
conjunto de poligenes de efecto menor, no son
contradictorios. Por el contrario, coincide con las
observaciones mas recientes de la herencia de las
caracteristicas cuantitativas, a través del enfoque
de QTLs (Quantitative Trait Locis), segun el cual
se espera que las distintas regiones del genoma
que controlan el caracter cuantitativo tengan un
aporte diferencial, mostrando regiones o locis
con un mayor o menor valor del porcentaje de
la variacién fenotipica medida (Honma, 1956;
Valladares et al., 1983; Arnaud et al., 1994;
Ariyarathne et al., 1995; Rodriguez et al., 1991;
Tar’an et al., 2001; Singh and Mufioz., 1999;
Borges, 1987).
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Cuadro 5. Prueba de medias para la variable tamario de la mancha de testigos y familias F, , de caraota.

Genotipo  Media Grupo Genotipo Media Grupo Genotipo Media Grupo
87 51,5 A 15 29,0 ABCDEFGHIJK 8 23,0 ABCDEFGHIJK
Tacarigua 49,0 AB 19 9,0 ABCDEFGHIJK 13 10,0 ABCDEFGHIJK
57 46,5 ABC 22 17,0 ABCDEFGHIJK 28 8,0 ABCDEFGHIJK
100 45,0 ABCD 23 11,5 ABCDEFGHIJK 42 10,0 ABCDEFGHIJK
104 41,5 ABCD 29 17,0 ABCDEFGHIJK 44 10,5 ABCDEFGHIJK
47 41,0 ABCD 32 10,5 ABCDEFGHIJK 54 25,0 ABCDEFGHIJK
38 40,0 ABCDE 34 19,0 ABCDEFGHIJK 55 15,0 ABCDEFGHIJK
MEMO0301013 38,5 ABCDEF 40 22,5 ABCDEFGHIJK 79 23,0 ABCDEFGHIJK
102 40,5 ABCDEFG 43 10,5 ABCDEFGHIJK 94 17,5 ABCDEFGHIJK
103 35,0 ABCDEFGH 48 17,0 ABCDEFGHIJK 101 16,0 ABCDEFGHIJK
20 31,5 ABCDEFGHI 50 13,56 ABCDEFGHIJK 6 7,5 BCDEFGHIJK
27 30,0 ABCDEFGHIJ 52 11,0 ABCDEFGHIJK 82 7,0 BCDEFGHIJK
45 23,0 ABCDEFGHIJ 53 22,5 ABCDEFGHIJK 21 10,0 CDEFGHIJK
60 27,5 ABCDEFGHIJ 56 9,0 ABCDEFGHIJK 26 7,0 CDEFGHIJK
72 27,0 ABCDEFGHIJ 61 11,5 ABCDEFGHIJK 35 6,5 CDEFGHIJK
78 28,5 ABCDEFGHIJ 62 18,5 ABCDEFGHIJK 64 6,5 CDEFGHIJK
92 23,0 ABCDEFGHIJ 63 21,0 ABCDEFGHIJK 12 7,5 DEFGHIJK
95 22,0 ABCDEFGHIJ 65 12,0 ABCDEFGHIJK 18 5,0 DEFGHIJK
98 24,5 ABCDEFGHIJ 66 11,0 ABCDEFGHIJK 80 4,0 DEFGHIJK
58 22,0 ABCDEFGHIJ 69 15,0 ABCDEFGHIJK 51 5,0 DEFGHIJK
59 26,0 ABCDEFGHIJ 70 18,0 ABCDEFGHIJK 85 6,5 EFGHIJK
88 25,5 ABCDEFGHIJ 73 15,0 ABCDEFGHIJK 39 6,0 FGHIJK
96 22,0 ABCDEFGHIJ 76 14,5 ABCDEFGHIJK 17 55 FGHIJK
71 28,5 ABCDEFGHIJ 77 16,5 ABCDEFGHIJK 24 55 FGHIJK
75 33,0 ABCDEFGHIJ 81 16,5 ABCDEFGHIJK 25 55 FGHIJK
83 27,0 ABCDEFGHIJ 84 14,5 ABCDEFGHIJK 41 5,0 GHIJK
99 28,0 ABCDEFGHIJ 86 17,0 ABCDEFGHIJK 74 4,5 GHIJK
68 12,5 ABCDEFGHIJK 89 19,5 ABCDEFGHIJK 37 4,0 HIJK
1 18,0 ABCDEFGHIJK 90 22,0 ABCDEFGHIJK 67 4,0 HIJK
5 21,5 ABCDEFGHIJK 91 22,0 ABCDEFGHIJK 4 25 UK
7 17,5 ABCDEFGHIJK 93 11,0 ABCDEFGHIJK 9 35 1K
10 22,0 ABCDEFGHIJK 97 17,0 ABCDEFGHIJK 1,5 JK
11 13,0 ABCDEFGHIJK XAN149 16,5 ABCDEFGHIJK 16 00 K
14 13,5 ABCDEFGHIJK  XAN154 11,0 ABCDEFGHIJK 36 00 K

Letras diferentes en las columnas indican promedios estadisticos distintos.
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Cuadro 6. Prueba de medias para el variable porcentaje del area foliar afectada de testigos y familias
F,,de caraota.

Genotipo  Media Grupo Genotipo Media Grupo Genotipo Media Grupo
38 80,0 A 89 19,0 ABCDEFGHIJK 86 15,0 DEFGHIJK
47 73,5 AB 95 19,0 ABCDEFGHIJK XAN149 10,5 DEFGHIJK

MEMO0301013 71,3 ABC 98 16,5 ABCDEFGHIJK XAN154 7,0 DEFGHIJK
87 60,0 ABCD 8 25,0 ABCDEFGHIJK 22 14,0 DEFGHIJK
57 55,0 ABCDE 53 19,0 ABCDEFGHIJK 42 8,0 DEFGHIJK
103 55,0 ABCDEF 54 22,0 ABCDEFGHIJK 43 8,0 DEFGHIJK

Tacarigua 51,3 ABCDEF 55 30,0 ABCDEFGHIJK 68 11,5 DEFGHIJK
102 51,0 ABCDEFG 72 26,0 ABCDEFGHIJK 19 7,5 DEFGHIJK
20 40,0 ABCDEFGH 75 25,0 ABCDEFGHIJK 80 6,0 EFGHIJK
27 51,0 ABCDEFGH 91 24,0 ABCDEFGHIJK 28 6,5 EFGHIJK
100 37,5 ABCDEFGHI 92 17,5 ABCDEFGHIJK 6 6,0 FGHIJK
97 45,0 ABCDEFGHI 99 22,5 ABCDEFGHIJK 94 10,0 FGHIJK
104 35,0 ABCDEFGHI 15 25,0 BCDEFGHIJK 82 55 FGHIJK
7 34,0 ABCDEFGHIJ 40 17,5 BCDEFGHIJK 12 7,0 GHIJK
70 33,0 ABCDEFGHIJ 48 21,0 BCDEFGHIJK 18 3,5 GHIJK
71 34,0 ABCDEFGHIJ 76 15,0 BCDEFGHIJK 21 6,0 GHIJK
5 29,0 ABCDEFGHIJK 90 16,5 BCDEFGHIJK 24 5,0 GHIJK
10 23,5 ABCDEFGHIJK 96 16,0 BCDEFGHIJK 25 55 GHIJK
29 17,5 ABCDEFGHIJK 101 14,0 BCDEFGHIJK 26 55 GHIJK
45 22,5 ABCDEFGHIJK 93 13,0 BCDEFGHIJK 35 3,0 GHIJK
58 25,0 ABCDEFGHIJK 73 12,5 CDEFGHIJK 51 3,0 GHIJK
59 25,0 ABCDEFGHIJK 11 12,5 CDEFGHIJK 64 55 GHIJK
60 25,0 ABCDEFGHIJK 1 20,0 DEFGHIJK 85 55 GHIJK
62 22,0 ABCDEFGHIJK 13 9,0 DEFGHIJK 37 5,0 GHIJK
63 27,5 ABCDEFGHIJK 14 10,5 DEFGHIJK 74 4,5 HIJK
65 17,5 ABCDEFGHIJK 23 8,0 DEFGHIJK 39 4,0 HIJK
69 175,0 ABCDEFGHIJK 32 10,0 DEFGHIJK 17 4,0 HIJK
77 17,5 ABCDEFGHIJK 34 13,5 DEFGHIJK 67 4,0 HIK
78 21,5 ABCDEFGHIJK 44 9,0 DEFGHIJK 41 25 IJK
79 26,0 ABCDEFGHIJK 50 11,5 DEFGHIJK 9 25 IJK
81 19,5 ABCDEFGHIJK 52 9,0 DEFGHIJK 3 0,5 JK
83 20,5 ABCDEFGHIJK 56 8,0 DEFGHIJK 4 1,0 JK
84 35,0 ABCDEFGHIJK 61 10,5 DEFGHIJK 16 00 K
88 25,5 ABCDEFGHIJK 66 8,0 DEFGHIJK 36 00 K

Letras diferentes en las columnas indican promedios estadisticos distintos.
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Para definir la importancia del aporte de cada
QTL es indispensable realizar el estudio molecular
pertinente, con una alta densidad de marcadores
polimérficos.

CONCLUSIONES

Se encontraron dos familias F,, identificadas
como 16 y 36 completamente resistentes, mientras
que el padre XAN-154 y el testigo XAN-149
presentaron resistencia alta. En general, la
mayoria de las familias F,, mostraron resistencia
alta a moderada.

La segregacion observada corresponde a un
gen mayor dominante en F, donde la resistencia
aportada por el progenitor XAN-154, pudiera
utilizarse como fuente de resistencia monogénica
en la conformacién de otras poblaciones para el
mejoramiento genético.
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RESUMEN

La familia Delphacidae es un grupo de insectos que
producen dafios de importancia en los cereales.
Por ello, se estudio la diversidad genética entre seis
genotipos de arroz (Oryza sativa L.), con diferentes
comportamientos de resistencia y susceptibilidad al
dafo mecanico producido por sogata (Tagosodes
orizicolus), por medio de marcadores moleculares
microsatélites SSR, distribuidos en los doce
cromosomas del arroz. Se utilizaron 151 SSR para
el analisis de agrupamiento UPGMA y distancia
Dice. En el analisis, se conformaron tres grupos
diferenciados con una correlacion cofenética de 0,87;
el primero constituido por Bluebonnet 50; en el segundo
grupo: D-Sativa, Cimarréon, Venezuela 21 y Zeta 15,
y el ultimo grupo por Makalioka. Los coeficientes
de similitud de los grupos fueron 0,55; 0,74 y 0,66
para cada una de las agrupaciones. Se observo
claramente la separacion en la formacion de los grupos
entre Makalioka y Bluebonnet 50, como genotipos
resistente y susceptible, respectivamente. El analisis
molecular reflejé una variabilidad genética estrecha
para los genotipos evaluados. En la determinacion del
polimorfismo entre progenitores contrastantes para
el daino mecanico de sogata, el mayor porcentaje fue
observado entre los cultivares Zeta 15 y Bluebonnet
50 con un 23,18%, seguido por Cimarron y Bluebonnet
50 con 20,53%, y el menor porcentaje para D-Sativa
y Venezuela 21; y Zeta 15 y Venezuela 21; para un
12,58% y 4,64%, respectivamente. Estos resultados
seran empleados en la identificacién y asociacion
entre SSR, con caracteristicas relacionadas al dafio
mecanico por sogata.

Palabras clave: Oryza sativa ., Tagosodes orizicolus,
analisis de agrupamiento, marcadores moleculares,
microsatélites.

Recibido: 31/03/14  Aprobado: 09/07/15

Publicado: 16/11/16

19

ABSTRACT

The Delphacidae family is a group of insects that
cause significant damage in cereals. Genetic
diversity among six genotypes of rice (Oryza sativa
L.), with different behaviors for resistance and
susceptibility to mechanical damage from sogata
(Tagosodes orizicolus) was studied by molecular
SSR microsatellite markers, distributed in the twelve
rice chromosomes.151 SSR were used for UPGMA
clustering analysis and Dice distance. In the discriminant
analysis, three groups were formed with cophenetic
correlation of 0.87, the first constituted by Bluebonnet
50; in the second group were D-Sativa, Cimarron,
Venezuela 21 and Zeta 15; and in the last group was
Makalioka. Similarity coefficients of the groups were
0.55, 0.74 and 0.66 for each of the clusters. Clear
separation was observed in the formation of groups
between Makalioka and Bluebonnet 50 as resistant
and susceptible genotypes, respectively. Molecular
analysis showed a close genetic variability for
genotypes. In determining the polymorphism between
contrasting parents for mechanical sogata damage, the
highest percentage 23.18% was observed between
Zeta 15 and Bluebonnet 50 cultivars, followed by
Cimarron and Bluebonnet 50 with 20.53%, and the
lowest percentage for D-Sativa and Venezuela 21,
and Venezuela 21 and Zeta 15, with 12.58% and
4.64%, respectively. These results will be used in
the identification and association between SSR and
characteristics related to mechanical sogata damage.

Key words: Oryza sativa L., Tagosodes orizicolus,
clustering analysis, microsatellite, molecular
markers.
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INTRODUCCION

La familia Delphacidae es un grupo de insectos
considerados plagas que producen estragos de
importancia en los cereales (arroz, maiz, trigo,
sorgo, entre otros) a nivel mundial. Estas pérdidas
son ocasionadas durante la puesta, alimentacion
o transmisién de diferentes fitopatégenos (Vivas
y Astudillo, 2008; Remes, 2001). Tagosodes
orizicolus pertenece a esta familia de insectos,
la cual puede ocasionar dos tipos de dafios, uno
llamado “dafo directo o mecanico” que causa
pequenas incisiones en el tejido foliar a fin de
alimentarse u ovipositar; y otro, trasmisor del virus
de la hoja blanca (VHB) en arroz o dafo indirecto
(Vivas y Astudillo, 2008; Jennigs et al., 1981).

En los distintos programas de mejoramiento
genético a nivel nacional e internacional, se han
venido utilizando los marcadores moleculares
como una alternativa confiable y precisa de
seleccion de genotipos promisorios (Pérez-
Almeida et al., 2011; Arnao et al., 2007; Triana et
al., 2004; McCough et al., 1997). El uso de estos
marcadores ha brindado un gran apoyo para la
identificacion de loci cuantitativos (QTL) para la
resistencia a insectos y patégenos; ademas de
la seleccién de genotipos o materiales deseables
agrondmicamente.

En el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), se han realizado estudios preliminares
de asociacién entre los marcadores de ADN,
tipo RAPD vy la resistencia a T. orizicolus en las
lineas de arroz desarrolladas en los programas
de mejoramiento de Colombia, con el objeto de
facilitar la seleccion de genotipos resistentes
(Picca et al., 2004; Triana et al., 2004).

El presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivos, estudiar la diversidad genética entre los
genotipos de arroz resistentes y susceptibles al
dafno mecanico provocados por sogata, empleando
marcadores moleculares microsatélites, al tiempo
de determinar el polimorfismo entre genotipos de
arroz resistentes y susceptibles.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue conducido en el Laboratorio de
Genética Molecular (LGM) del Centro de Investi-
gaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA) de la
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Universidad Central de Venezuela, Facultad de
Agronomia (FAGRO), Maracay.

Con la finalidad de identificar los alelos entre los
materiales resistentes y susceptibles al dafio
mecanico producido por sogata. Se realizaron
cruzamientos entre cultivares de arroz resistentes
del dano mecanico: Cimarrén, Z-15 y D-sativa;
y cultivares susceptibles: Venezuela-21 vy
BlueBonnet-50 (testigo susceptible). Ademas, se
utilizo el cultivar Makalioka como testigo resistente
(INIA, 2005; Alvarez et al., 2000). Los cruces
fueron: Cimarron x Bluebonnet 50 (CB); Zeta 15 x
Bluebonnet 50 (ZB); Zeta 15 x Venezuela 21 (ZV)
y D-Sativa x Venezuela 21 (DV).

Estos cruces fueron realizados en el campo
experimental del Instituto de Genética durante
el afo 2010, de acuerdo al método simplificado
para cruzamientos en arroz, FLAR (1996). La
evaluacion del polimorfismo entre los progenitores,
se realizé mediante el uso de 151 marcadores
microsatélites, distribuidos a lo largo de los doce
cromosomas del genoma del arroz (Cuadro 1).

EIADN de cada progenitor se obtuvo siguiendo los
pasos de la metodologia descrita por Risterucci et
al. (2000) y modificado por Pérez-Almeida et al.
(2011), como se detalla a continuacion: en tubos
de 30 ml se colocaron 0,5 g del tejido macerado
y se agrego 5 ml del tampdn de extraccion (100 mM
Tris-HCI pH 8.0, 1,4M NacCl, 20 mM EDTA, 2%
CTAB, 1% polietileno-glicol y 0,5% de sulfito de
sodio), precalentado a 74 °C. Se aplicé vortex
por 3 seg. Los tubos fueron incubados a 74 °C
durante 20 min, se les aplico vortex por 10 seg
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se
agregaron 5 ml de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1) a cada tubo y se agitaron por inversion
50 veces, para ser centrifugados a 10.000 rpm
durante 15 min.

Las condiciones de amplificacion por PCR utili-
zada fueron descritas por Arnao et al. (2003), con
algunas modificaciones del LGM del CIBA. Se
evaluaron 151 microsatélites distribuidos en todo
el genoma del arroz, la mezcla de reaccion para
la amplificacién estuvo constituida por 1,33 ng ul”!
ADN, 3,33 mM MgCl2, 0,2 uM de los microsatélites
(sentido y antisentido), 0,33 uM dNTP s y 0,033U pl*
Taq comercial, completando a un volumen final de
15 plI' conBuffer1X.
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Se utilizé un termociclador BIO-RAD PTC-
200 durante 34 ciclos a una temperatura de
desnaturalizacion 94 °C, alineacion de 50-67 °C
y extension 72 °C. La visualizacion de los perfiles
electroforéticos fue en geles de poliacrilamida
6% con revelado en nitrato de plata, descrito
por Arnao et al. (2003). Las imagenes fueron
capturadas en un digitalizador de imagenes
marca BIORAD modelo CHEMIDOC, utilizando
el programa QuantityOne v. 4.2°,

Con el perfil electroforético obtenido del ADN
de cada uno de los materiales evaluados en los
geles de poliacrilamida y con cada microsatélite,
se generd una matriz de presencia (p = 1) y
ausencia (a = 0). La matriz obtenida con todos
los marcadores fue analizada con el programa
estadistico PAST version 1.42 (Hammer et al., 2001)
mediante analisis multivariado de conglomerados
jerarquicos. Este analisis gener6 un arbol de
clasificacion jerarquica ascendente, utilizando el
analisis de agrupamiento UPGMA vy la distancia
de Dice. Se determind el porcentaje de SSR
polimérfico para cada uno de los cruces.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 151 microsatélites (SSR) evaluados para
identificar el polimorfismo entre los parentales, se
encontro que el mayor porcentaje de microsatélites
polimdrficos fue observado en el cruce entre
los cultivares Zeta 15 y Bluebonnet 50 con un
23,18%, seguido por Cimarron y Bluebonnet
50 con un 20,53%; hallando el menor niumero

de microsatélites polimérficos en los cruces de
D-Sativa x Venezuela 21, Zeta 15 x Venezuela
21, con un 12,58% y un 4,64%, respectivamente
(Cuadro 2). Estos resultados corroboran los
encontrados por Acevedo et al. (2007) al sefalar
la estrecha base genética que presentan los
Bancos de germoplasmas del pais.

La mayoria de los microsatélites utilizados mostra-
ron la presencia de dos alelos bien diferenciados
entre los parentales y distribuidos alo largo de todo
el genoma. En el Cuadro 3, se pudo determinar que
entre Zeta 15 y Bluebonnet 50, se encontré que el
25,71% (9) de los SSR polimérficos, se ubican en
el cromosoma 2, seguido con un 14,29% (5) de
los microsatélites ubicados en el cromosoma 3.

Por otro lado, entre D-sativa y Venezuela 21 se
localizaron 19 microsatélites polimérficos, donde
el 21,06% (4) de los SSR se encuentran en el
cromosoma 2y el 15,78% (3) de los marcadores
se hallaron en los cromosomas 6 y 9. Este bajo
polimorfismo encontrado entre estos progenitores,
posiblemente sea debido a que ambas variedades
presentan un ancestro comun, ya que ambas
provienen del CIAT y el FLAR, tal como lo registra
Pieters et al. (2011). Mientras que para Cimarrén
y Bluebonnet 50, se identifico que el 19,36% de
los SSR se ubicaron en el cromosoma 2, seguido
por un 12,9% de los marcadores ubicados en los
cromosomas 1, 3 y 9. Entre los parentales Zeta
15y Venezuela 21, se aprecio que el 42,85% de
los microsatélites evaluados, se ubicaron en el
cromosoma 2, el resto de los marcadores ubicado
en los cromosomas 1,4,6y 9.

Cuadro 2. Porcentaje de microsatélites (SSR) polimdérficos entre los cruce realizados.

Cruce Progenitores N° SSR polimérficos % SSR polimérficos
1 Zeta 15 x BlueBonnet-50 35 23,18
2 D-Sativa x Venezuela 21 19 12,58
3 Cimarrén x BlueBonnet-50 31 20,53
4 Zeta 15 x Venezuela 21 7 4,64
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Cuadro 3. Numero y porcentaje de microsatélites polimorficos entre los progenitores utilizados en los
cruces Yy su distribucion por cromosoma.

Z15/BB50 Vzla21/Dsat Cimarréon/BB50 Z15/Vzla 21
N° cromosoma
N°SSR % SSR N°SSR % SSR N°SSR % SSR N° SSR % SSR
1 3 8,57 1 5,26 4 12,9 1 14,28
2 9 25,71 4 21,06 6 19,36 3 42,85
3 5 14,29 1 5,26 4 12,9 0 0
4 1 2,85 1 5,26 2 6,45 1 14,28
5 1 2,85 1 5,26 2 6,45 0 0
6 1 2,85 3 15,78 0 0 1 14,28
7 3 8,57 1 5,26 2 6,45 0 0
8 1 2,85 1 5,26 1 3,23 0 0
9 3 8,57 3 15,78 4 12,9 1 14,28
10 1 2,85 0 1 3,23 0 0
11 4 11,43 2 10,53 3 9,67 0 0
12 3 8,57 1 5,26 2 6,45 0 0
Total 35 100 19 100 31 100 7 100

Z15= Zeta 15; BB-50= BlueBonnet-50; Vzla21= Venezuela 21; Dsat= D-Sativa.

El polimorfismo encontrado entre los materiales
y los testigos de resistencia y susceptibilidad,
Makalioka y Bluebonnet 50, respectivamente,
permitio determinar el grado de disimilitud
existente entre ellos.

El analisis de agrupamiento UPGMA con distancia
Dice, genero tres grupos (ver Figura) y una
correlacion cofenética de 0,87 para este estudio
intraespecifico. El primer grupo constituido por
Bluebonnet 50; el segundo grupo por D-Sativa,
Cimarrén, Venezuela 21y Zeta 15 y el dltimo grupo
por Makalioka. Los coeficientes de similitud de los
grupos fueron 0,55; 0,74 y 0,66, respectivamente.

Se observd, claramente la separacion en la
formacion de los grupos para las diferencias entre
resistenciay susceptibilidad, especificamente para
Makalioka y Bluebonnet 50. Dichos genotipos, se
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ubicaron en dos grupos distintos con una distancia
genética de 0,55; y por ello, las variedades
comerciales venezolanas quedaron clasificadas
en un mismo grupo, lo que confirma la estrecha
variabilidad genética entre ellos. (Angulo et al.,
2006; Arnao et al., 2007, Arnao et al., 2008;
Pérez-Almeida et al., 2011a; 2011b).

La importancia de este estudio radica en que
se demostrd la asociacion entre microsatélites
y resistencia al dafio mecanico por sogata,
al igual que la encontrada por Tohme (2010)
quien identificd los microsatélites asociados a
la resistencia a hoja blanca y el dafio mecanico
a sogata, mencionando que los mismos, se
ubicaban en la mayoria de los casos en los
cromosomas 4, 5 y 7; sin embargo, en este
trabajo, se observo la presencia de al menos un
marcador polimérfico en esos cromosomas.
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Figura. Dendrograma del analisis de agrupamiento UPGMA para
seis cultivares de arroz, distancia genética de Dice.

CONCLUSIONES

La aplicabilidad de marcadores moleculares
microsatélites representa una herramienta
confiable en el estudio de la diversidad genética
del arroz. El analisis de diversidad genética
entre los cultivares de arroz mostrd grupos con
variabilidad genética estrecha. En el andlisis de
agrupamiento se evidencio la separacion entre
genotipos resistentes, de los susceptibles al dafio
mecanico por sogata.

La estrategia de marcadores moleculares micro-
satélites permitié identificar el polimorfismo entre
los cruzamientos de genotipo de arroz resistentes
y susceptibles. Este estudio puede ser la base
para futuros trabajos de mapeo genético, grupos
de ligamientos y asociacion de microsatélites con
caracteristicas fenotipicas, relacionadas al dafo
mecanico por sogata.
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RESUMEN

La sigatoka negra es una de las enfermedades
mas dafiina que ataca al cultivo del platano. Con el
propdsito de evaluar la sensibilidad in vitro del hongo
que la causa a extractos de raquis de platano 'Hartén’,
se realizd un ensayo en la Universidad Nacional
Experimental Sur del Lago (UNESUR) y el Centro
Internacional del Platano (CIPLAT). Se prepararon
medios agar-agua (16%) con los fermentados de
raquis (2 y 4 meses) y dos fungicidas (benzimidazol
y propiconazol), usando 6 placas de Petri por
tratamiento y 5 muestras foliares enfermas de 2 cm?
por placa, colocadas en cdmara hiumeda durante 48
horas e incubados por 1 hora a 26 °C en oscuridad.
Se evaluo el numero de esporas germinadas y no
germinadas, numero de hifas cortas, distorsionadas,
largas y longitud de las hifas largas. A cada extracto
se le determind su composicion quimica y mineral.
Los datos fueron analizados mediante estadistica
descriptiva realizando una prueba de comparacion
de medias (ANAVAR). Los resultados demostraron
una falta de sensibilidad del hongo a los diferentes
fungicidas quimicos, mientras que en los fermentos
se observo una mayor inhibicion de la germinacion
o crecimiento del patdgeno. El analisis quimico de
los extractos mostro la presencia de la mayoria de
los nutrimentos como el potasio, y de saponinas que
pueden inhibir el crecimiento del patégeno; y de la
mayoria de los nutrimentos como el potasio. Por
tanto, los fermentos de raquis de platano pueden
controlar a Mycosphaerella fijensis Morelet en
condiciones in vitro, por lo que se debe evaluar su
efectividad en condiciones de campo.

Palabras clave: sigatoka negra, platano, resistencia,
patégeno, eficiencia.

Recibido: 31/03/14
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ABSTRACT

Black Sigatoka is one of the most damaging disease
that attacks plantain cultivation. In order to evaluate
the in vitro susceptibility of the fungus to horn
plantain rachis ferments, a trial was conducted at
the Universidad Nacional Experimental Sur del
Lago (UNESUR) and the Centro Internacional del
Platano (CIPLAT), Venezuela. Media agar-water
(16%) were prepared with rachis ferments, 2 and 4
months old, and two fungicides (propiconazole and
benzimidazole), using six Petri dishes per treatment
and five leaf samples of 2 cm? per dish, placed in a
humid chamber for 48 hours, and incubated for 1
hour at 26 °C in darkness. Number of germinated
and not germinated spores were counted, as well
as, the number of short, distorted, long hyphae
and length of long hyphae. It was determined the
chemical and mineral composition of each extract.
Data were analyzed using descriptive statistics
making a comparison test of means (ANOVA). The
results showed a lack of sensitivity of the fungus
to different chemical fungicides used, while in the
presence of ferments there was greater inhibition of
germination and growth of the pathogen. Chemical
analysis of the extracts showed the presence of most
of nutrients, such as potassium, and saponins that
can inhibit growth of the pathogen. These results
demonstrated that the ferments of plantain rachis
can control Mycosphaerella fijensis Morelet in vitro
conditions, therefore their effectiveness should be
evaluated under field conditions.

Key words: sigatoka negra, plantain, resistance,
pathogen, efficiency.
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INTRODUCCION

La sigatoka negra, causada por el hongo ascomiceto
Mycosphaerella fijensis Morelet (Nava, 1997;
Pineda et al., 1997), es catalogada como una de las
enfermedades mas serias que ataca al cultivo del
platano, siendo ésta, mas virulenta que la sigatoka
amarilla (Martinez et al., 1997).

Entre los anos 2010y 2012, los ultimos territorios
libres en el mundo de sigatoka negra, ubicados
en las islas del Caribe: Martinica, Dominicana y
Guadalupe (Antillas francesas) fueron invadidos
por la enfermedad, causando gran incertidumbre
entre los productores y cerrando el circulo de una
de las epifitas mas importantes en la historia de
las musaceas en el ultimo siglo (Guzman et al.,
2013).

La caracteristica de mayor virulencia de la sigatoka
negra, se manifiesta por una alta capacidad
esporulativa, con ciclos reproductivos mas cortos y
elevada severidad, en las cuales el hongo penetra
por los estomas de las mismas (Borges, 1971). El
primer sintoma de la enfermedad en forma general,
aparece en el haz del limbo en forma de manchas
longitudinales de un color amarillo palido o marrén
oscuro en el envés del limbo de 1 a2 mm de largo,
gue aumentan de tamafio formando lesiones
necréticas con halos amarillos y centros gris claro,
ocasionando una disminucién en la produccion
por la violenta reduccién del area foliar, y por
consiguiente, de la capacidad fotosintética de las
plantas (Martinez et al., 1997).

Por tal razoén, los productores han implementado
programas de control mas continuos y una mayor
utilizacién de agroquimicos (Orosco et al., 2013).
Es evidente que mientras mas aplicaciones de
productos se realicen, incidira negativamente en
los costos de produccién, mayor contaminacion
ambiental y posiblemente inducira a la resistencia
del hongo a estos biocidas (Madrigal y Ruess,
1998; Beveraggi et al., 1995).

En los ultimos afos los productores de platano
en la zona sur del Lago de Maracaibo, han imple-
mentado de forma empirica técnicas para controlar
esta enfermedad, como el uso de fermentos
o exudados de la fermentacion del raquis del
mismo cultivo como un producto capaz de reducir
el crecimiento del patdégeno en la plantacion.
Dado que este exudado, aparentemente tiene
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algun efecto fungicida contra la sigatoka negra,
es utilizado en diferentes concentraciones y en
combinaciones con otros fungicidas comerciales
(Alvarez et al., 2010).

Es por ello que, la presente investigacion tiene
como finalidad determinar bajo condiciones
in vitro, el efecto y composicién del exudado
fermentado de raquis de platano y fungicidas
sobre el crecimiento del hongo causante de la
enfermedad conocida como sigatoka negra.

MATERIALES Y METODOS

Preparaciéon de muestras foliares de platano
con sigatoka negra

En la plantacion de platano (Musa AAB cv. Hartén)
ubicada en el Centro Internacional del Platano
(CIPLAT), en la poblacion El Chivo, municipio José
Javier Pulgar del estado Zulia, fueron colectadas
muestras foliares infectadas con M. fijiensis,
grado 5-6 (Mateus et al., 1987): tejido blanco a
gris, libres de un periodo de precipitaciones de
2 dias y aplicaciones de fungicidas de al menos
30 dias, procedentes de plantas jévenes con 8
a 10 hojas funcionales.

De las muestras de hojas se tomaron fragmentos
en las areas de avance de la enfermedad,
sin escoger el tejido muerto por senescencia,
muerte mecanica de la hoja u otro factor que
no sea originado por el hongo causante de la
sigatoka negra. Luego, con la ayuda de una lupa
estereoscopica, se seleccionaron fragmentos que
contuvieran pseudotecios maduros con capacidad
esporulante, dejandolos secar a temperatura
ambiente por 24 horas.

Cada fragmento se seccion6 en cuadros de
2 x 2 cm y se dispuso de cinco cuadros de
la muestra foliar en papel de filtro estéril,
sosteniéndose con grapas la superficie adaxial
expuesta, sin que los trozos quedaran muy
cerca de los bordes del papel y colocandose
en una camara humedecida con agua destilada
estéril por 48 horas (Mateus et al., 1987).

Prueba de sensibilidad in vitro

La prueba de sensibilidad fue realizada en el
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
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Nacional Experimental Sur del Lago (UNESUR),
latitud norte 8°51'50" y longitud este 71°35'24".
Para ello se tomaron fermentos de raquis (reali-
zados a través de tallos de platanos cortados en
cuatro o cinco partes), elaborados en el CIPLAT
que tenian 2y 4 meses de fermentacion (E2 y E4),
contenidos en tanques de agua con capacidad de
5.000 litros, y dos fungicidas comerciales a base
de benzimidazol y propiconazol.

Los fermentos y fungicidas se dispensaron en
placas de petri, agregandolos en un medio agar-
agua al 16% previamente autoclavados a 120 °C
por 20 min a 15 libras de presién en diferentes
concentraciones 0,06; 0,12; 0,25; 0,5y 1 ml I
para los fermentos y 0,001; 0,01; 0,1; 1y 5 mg I
o ppm de ingrediente activo para los fungicidas, y
un tratamiento testigo con tres repeticiones para
cada uno, con un total de 21 tratamientos.

Las muestras foliares fueron sacadas de la
camara humeda y colocadas en placas de petri
con los diferentes tratamientos durante 1 h en
incubacién a 26 °C y en oscuridad, para lograr
la descarga de las ascosporas. A cada placa
se le determind, a través de observaciones al
microscopio optico tipo Leica® a 40X, esporas
germinadas y no germinadas.

De las germinadas se contabilizaron aquellas
con tubos cortos, tubos largos y distorsionados,
determinando solamente la longitud de las espo-
ras con tubos largos en um (Sepulveda y Arango,
2013).

Determinacion de minerales y metabolitos
secundarios

Con el propdsito de determinar la composicion
mineral de los fermentos de raquis de platano
de E2 y E4, y de metabolitos secundarios que
pudieran ejercer algun efecto inhibidor del
crecimiento del hongo causante de la sigatoka
negra, se realizaron dos andlisis de laboratorio
en la Universidad Centro Occidental Lisandro
Alvarado (UCLA).

El primero de los andlisis se efectud en el labo-
ratorio de suelos, donde se cuantificaron los
elementos fosforo (P) por colorimetria ultravioleta
en solucion vanadio-molibdica; nitrogeno (N),
potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na),
cobre (Cu), zinc (Zn), hierro (Fe), manganeso (Mn)
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y boro (B), por espectrofotometria de absorciéon
atémica. La determinacion de metabolitos
secundarios, se realizdé en el laboratorio de
Microtécnia e Histologia Vegetal, a través del
método por cromatografia de capa fina (TLC).

Analisis estadistico

Los valores obtenidos fueron analizados a
través del programa estadistico SAS, aplicando
una estadistica descriptiva ANAVAR, realizando
pruebas de separacion de medias Tukey (P<0,05)
a las variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el tratamiento testigo se pueden observar
diferencias altamente significativas con respecto
a los demas tratamientos a base de fungicidas
comerciales (Cuadro 1), lo cual demuestra que el
medio realizado para el crecimiento del hongo fue
adecuado. Asimismo, mostré un alto crecimiento
en cuanto al numero de esporas germinadas y
a la longitud de sus tubos de hifas largas (mas
de 50 pm), formandose redes intrincadas de
tubos, que en algunos campos del microscopio
no permitian apreciar su numero y longitud. No
se detectaron tubos de hifas distorsionadas, ni
esporas sin germinar.

Por su parte, para los tratamientos con fungicidas
quimicos, los resultados del analisis estadistico
no evidenciaron diferencias significativas para la
variable numero de esporas germinadas, lo cual
es indicativo de una clara pérdida de sensibilidad
del hongo a las diferentes diluciones de los fungi-
cidas utilizados, observandose que en todas
las concentraciones se encontraron mas de 40
esporas germinadas (promedio) por cada campo
de observacion. Sin embargo, en el grupo de
fungicidas a base de benzimidazoles, se pudo
detectar la presencia de mas micelios de hifas
largas que distorsionadas (Cuadro 1).

Los datos demuestran claramente que en condi-
ciones in vitro, a pesar de que el andlisis estadistico
no mostro diferencias significativas, se observé una
mayor resistencia del patégeno para este grupo
de fungicidas; ya que, en concentraciones mas
bajas (0,01 y 0,001 ppm), aumentaron los valores
de germinacion y desarrollo del micelio del hongo.
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Cuadro 1. Sensibilidad in vitro de Mycosphaerella fijensis en diferentes concentraciones de fungicidas.

Nudmero de Ndmero Ndmero Ndmero Ndmero Longitud
Tratamiento esporas no de esporas de hifas de hifas de hifas de hifas

germinadas germinadas cortas largas distorsionadas largas (um)
5 ppm Benc. 3 47 b 1 28 18 40,00 b
1 ppm Benc. 9 41 bc 0 27 14 27,22 c
0,1 ppm Benc. 1 49b 3 36 10 23,33 ¢
0,01 ppm Benc. 2 48 b 0 43 0 46,29 b
0,001 ppm Benc. 0 50b 0 50 0 50> a
5 ppm Prop. 0 50b 49 0 1 0,00 e
1 ppm Prop. 0 50b 0 50 0 18,10d
0,1 ppm Prop. 0 50b 49 0 1 0,00 e
0,01 ppm Prop. 7 43 bc 41 0 2 0,00 e
0,001 ppm Prop. 4 46 b 3 43 0 25,00 c
Testigo 0 50> a 0 50> 0 >50 a

Benc: bencimidazol; Prop: propiconazol. Letras distintas verticalmente indican diferencias significativas, prueba Tukey (P<0,05).

En los tratamientos de mayor dilucién del fungicida
(0,01 y 0,001 ppm) y en los benzimidazoles,
no se registré la presencia de hifas cortas o
distorsionadas y pocas esporas no germinadas.
De forma similar, en los tratamientos a base de
propiconazol y a la misma concentracién, pocas
fueron las hifas cortas observadas.

Si en condiciones controladas del laboratorio,
donde las esporas del hongo hacen contacto
directo con los medios a base de fungicidas, se
observé una resistencia del patégeno a estos
biocidas, se podria inferir que el hongo tendria
una mayor probabilidad de sobrevivencia en las
plantaciones de platano bajo un ambiente natural
no controlado y con una eficiencia de aplicaciones
de fungicidas cercanas al 100%. Ademas, la
resistencia del hongo a biocidas, debido a la poca
rotacién de grupos quimicos que actuan como
fungicidas, aumenta en el transcurso de los anos,
lo que agrava mas el problema. Lo anterior se ha
reportado en banano, en el cual, aplicaciones de
fungicidas a base de Triazol para el control de
sigatoka negra, provoca la resistencia del hongo
a este fungicida (Ruiz et al., 2013).
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Aunque no se encontrd diferencias estadisticas
para la variable esporas germinadas entre ambos
grupos de fungicidas, los tratamientos a base de
propiconazol presentaron mayor resistencia del
hongo que en lo encontrado para los bencimi-
dazoles, observandose que en los tratamientos
con mayor concentracion del fungicida (5,0 a 1,0
y 0,1 ppm), todas las esporas estaban germinadas
y con pocos tubos distorsionados. No obstante, se
hallaron tubos largos y cortos de longitud menor
a los 30 um. Efecto contrario para este mismo
fungicida, se observé en las concentraciones mas
bajas, en la que se detectaron pocas esporas no
germinadas. En el tratamiento con menor dilucion
del fungicida (0,001 ppm) de 46 esporas germi-
nadas, 43 presentaban tubos largos.

En el caso de los fermentos (Cuadro 2), se pudo
observar, que en general todos los tratamientos
presentaron menor cantidad de esporas germinadas
en el medio, si se comparan con los fungicidas
guimicos. Asimismo, en aquellos tratamientos,
el fermento de raquis de platano donde lograron
germinar las esporas, en su mayoria presentaba
tubos cortos y de longitudes menores a los 25 ym.
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Cuadro 2. Sensibilidad in vitro de Mycosphaerella fijensis en diferentes concentraciones en fermentos

de raquis de platano.

Ndmero de Numero de Ndmero Numero . . Longitud de
. . . Numero de hifas .
Tratamiento esporas no esporas hifas de hifas . . hifas largas
. . distorsionadas

germinadas germinadas cortas largas (um)
1ml I E2 50 0d 0 0 0 0,00d
1mllI"E4 50 0d 0 0 0 0,00d
0,5mlI"E2 28 22c 0 0 22 0,00d
0,5ml " E4 25 25¢c 22 0 3 0,00d
0,25 ml I"E4 50 0d 0 0 0 0,00d
0,25 ml I E2 50 0od 0 0 0 0,00d
0,12 ml I E2 0 50 a 3 46 1 20,00 b
0,12 ml I E4 50 0od 0 0 0 0,00d
0,06 ml I E2 17 33b 13 20 0 12,85¢
0,06 ml I E4 28 22c 22 0 0 9,65 ¢c
Testigo 0 50> a 0 50> 0 >50 a

Letras distintas verticalmente indican diferencias significativas, prueba Tukey (P<0,05). E2 y E4: extracto de 2 6 4 meses de

fermentacion.

Se demuestra que para M. fijiensis, la mayor
capacidad de infeccion esta relacionada a una
mayor longitud del tubo germinativo de la hifa
(Sepulveda y Arango, 2013), por lo cual, la
presencia de tubos cortos es un indicativo de
sensibilidad del hongo al ingrediente activo.

Los tratamientos a base del fermento de raquis
de platano de cuatro meses (E4) y dos meses
(E2) de descomposicion, conformaron un grupo
estadisticamente igual para la variable esporas no
germinadas en las diluciones 1 ml I, 0,25 ml I' y
solo para la concentracion 0,12 ml I'' en el E4,
siendo los mejores tratamientos para la inhibicion
del crecimiento del hongo en condiciones in vitro.

Esto podria indicar que elaborar en la practica los
fermentos a base de raquis de platano, se puede
dejar durante 2 6 4 meses de fermentacién, para
obtener exudados que garanticen mayor control
del hongo en campo. También, es importante
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considerar que en E2 se encontré mayor cantidad
de saponinas (Cuadro 3), compuestos con propie-
dades antifungicas que puedan garantizar una
mayor efectividad del producto en campo contra
el patogeno.

Otro de los aspectos que pudiera incrementar la
efectividad del control contra la sigatoka negra,
es la combinacion de fungicidas quimicos con
los fermentos producidos de raquis de platano.
En banano por ejemplo, se logré el control
efectivo contra la sigatoka negra, utilizando
lixiviados del raquis de este cultivo (20 | ha''),
mas un fungicida protector (mancozeb, a razon
de 0,8 i.a. kg ha'), comprobando que esta
combinacién tiene un impacto benéfico en el
aspecto ambiental, al disminuir las dosis de los
fungicidas sintéticos; y econdmico, por su facil
preparacion y obtencion con materia prima de
la misma unidad de produccion (Martinez et
al., 2013).
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios presentes en muestras de fermentos de raquis
de platano con extractos de 2 (E2) y 4 (E4) meses de fermentacion.

Metabolitos secundarios E2 E4
Saponinas (mg ml") 39,38 21,33
Alcaloides (trazas) Presentes Presentes

Fenoles totales

Aceites esenciales

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

Metabolitos secundarios presentes en el
exudado de raquis de platano

Una de las razones por las cuales los fermentos
a base de raquis de platano podrian controlar o
actuar como biocida para la enfermedad, es su
composicion quimica (Martinez et al., 2013). Los
resultados del analisis (Cuadro 3), muestran la
presencia de saponinas en mayor cantidad en
E2 que en E4.

Las saponinas son glucdsidos de esteroides o
de terpenoides, téxicos para las células, tienen
propiedades parecidas a las del jabén; lo cual,
puede romper las membranas celulares de las
mismas (Linconl y Zeiger, 2006). Por tanto, las
saponinas pueden actuar negativamente en el
desarrollo de hongos patdégenos causantes de
enfermedades como la sigatoka negra (Martinez
et al., 2013).

En cultivos como el trigo y el zapallo, aplicando
100 ppm de fermentos de saponinas obtenidas
de la planta Quillaja saponaria, se logrd controlar
hongos patégenos como Oidios en un 43%, tanto
como en las aplicaciones de fungicidas quimicos
a base de propiconazol y azoxystrobium (Moya
et al., 2010). De igual forma, combinaciones de
fermentos de raquis de plantas de Musa y de
fungicidas quimicos, pueden tener un control
efectivo contra sigatoka negra (Martinez et al.,
2013).

Otros de los compuestos detectados en el fermen-
tado de raquis de platano, que pudo afectar
el crecimiento del hongo, son los alcaloides
hallados en cantidades trazas. Ademas que, no
se encontraron fenoles ni aceites esenciales.
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Durante la fermentacién de los raquis, muchos
microorganismos segregan metabolitos secun-
darios capaces de actuar como biocidas en otros
microorganismos. Por ejemplo, Bacillus subtilis
y B. amyloliquefaciens, tienen la capacidad de
producir metabolitos (enzimas quinoliticas y
glucanoliticas) que alteraron la estructura de la
pared celular del micelio y las ascosporas de
hongos que inhibieron en condiciones in vitro,
el desarrollo de microorganismos patégenos
(Ceballos et al., 2012).

Los resultados obtenidos en el analisis broma-
tolégico de los fermentos (Cuadro 4), muestran
la presencia de elementos minerales que van
desde los macros y microelementos (N, P, K,
Ca, Mg, Zn, Fe, Mn, Na y B). El elemento K se
encontrd en cantidades de 1,28%, un tercio mas
bajo que para la norma desarrollada del platano
(4,49%) en tejido foliar, lo cual aporta a las
plantas una buena cantidad de un elemento de
gran importancia para el cultivo, ya que puede
llegar a extraer del suelo hasta 400 kg ha afio™
(Rodriguez y Rodriguez, 1997). Lo anterior se ha
observado en fermentos de raquis de banano, en
concentraciones de 7.000 ppm, lo cual indica que
estos son una fuente nutricional de K aplicable
por via foliar. De la misma forma, el B se mostré
en cantidades moderadas (Martinez et al., 2013).

No se detectdé Cu en los resultados del analisis
bromatoldgico, lo cual indica que los fermentos
carecen de este elemento. En estudios realizados
en fermentos de raquis de banano, a pesar de
haberse detectado la presencia del elemento
Cu, este se presentdé en cantidades muy bajas
con respecto a los demas elementos minerales
(Martinez et al., 2013).
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Cuadro 4. Composicion mineral de los fermentos a base de raquis de platano con extractos de 2 (E2) y

4 (E4) meses de fermentacion.

Elementos minerales

Fermentos

P K Ca Mg Na Zn Fe Mn B CE H
% % % % % % ppm ppm ppm ppm ds/m P
E2 0,02 0,02 1,28 0,08 0,09 0,0001 0,2 0,62 0,02 17 >12 8,99
E4 0,01 0,02 1,38 0,07 0,06 00001 0,24 0,67 0,02 20 >12 9,21
Todos los nutrientes presentes en el fermento CONCLUSION

aplicado por via foliar, podrian brindar a las plantas
una buena fuente de elementos necesarios para su
nutricion, contribuyendo al crecimiento y desarrollo
de la planta y quizas a desarrollar resistencia
al ataque de sigatoka y otras enfermedades
que pudieran afectar las hojas de este cultivo.
También, ahorrar en fertilizantes foliares, cuando
se realizan las aplicaciones aéreas de fungicidas
quimicos para el control de sigatoka negra.

A pesar de que el crecimiento del hongo en
condiciones in vitro E4 respecto al E2 fueron
distintos, en los analisis bromatolégicos para
ambos fermentos se observaron similitudes
referente a los valores en la composicién mineral
y conductividad eléctrica (Cuadro 4). Solo se
observé un pH mas alto de 9,21 en E4 que en el
E2 con 8,99. Este valor mas basico podria estar
limitando el crecimiento y desarrollo del hongo
en el medio de cultivo y quizas en las hojas al
aplicarlo en condiciones de campo.

En general, los fermentos a base de platano
podrian representar una alternativa econémica y
ecoldgica para el control de la sigatoka negra en
campo, pudiéndose elaborar facilmente de forma
artesanal con los raquis de platano de la misma
unidad de produccion. Ademas, la aplicacion de
estos fermentos podrian ofrecer una alternativa
para disminuir las aplicaciones foliares, tanto
en frecuencia como en cantidad de productos
quimicos que contaminan las zonas productoras de
este rubro de gran importancia para nuestro pais.
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El hongo causante de la sigatoka negra M.
fiiensis Morelet en condiciones in vitro, ha perdido
sensibilidad a fungicidas quimicos, tales como los
benzimidazoles y propiconazoles. Mientras que
con la utilizacién de fermentos a base de raquis
de platano, se observo una mayor inhibicion de
la germinacion y crecimiento del hongo, lo que
podria convertirse en una alternativa econémica y
ecolégica para el control de esta enfermedad, si se
manejara de forma integrada en las plantaciones
del cultivo del platano en el pais.
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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.), puede desarrollarse en suelos
anegados o no. El objetivo del trabajo fue caracterizar
los cambios anatdmicos asociados a la adaptacion
a estrés hidrico, bajo dos condiciones de manejo
del agua. Para esto, se evaluaron las variedades
'Fundarroz PN-1', 'Cimarrén’, 'Fonaiap-2000' y cuatro
lineas experimentales, trasplantadas en campo
bajo dos condiciones, sin estrés (inundacion) y con
estrés (riego intermitente). Se tomaron muestras
de hojas y raices de cinco plantas a los 42, 63, 88
y 95 dias después del trasplante. Las muestras se
deshidrataron con alcohol terbutilico, embebidas
en bloques de parafina, cortadas y tefiidas con la
técnica Safranina-Fatsgreen. Las observaciones
y las mediciones se efectuaron con el programa
MOTIC ver. 2.0. En la hoja se tomaron datos
de tamafno de la nervadura central, numero de
espacios; numero de haces vasculares (NHV) en
la nervadura y en la lamina, y numero de células
buliformes; en las raices se midid y anoto el numero
de vasos xilematicos, disposicion del aerénquima,
engrosamiento de la endodermis y grosor de la
capa que rodea la endodermis. Para identificar
los caracteres anatomicos de mayor variacion
entre variedades y condiciones de riego, se utilizd
estadistica descriptiva. El NHV y engrosamiento de
la endodermis fueron los caracteres que presentaron
mayor variacion, observandose un aumento en el
NHV de primero y segundo orden bajo condiciones de
estrés, siendo Fonaiap-2000 y Somaclon 2, los Unicos
con haces vasculares de tercer orden. Los cambios
en el engrosamiento de la endodermis pudieran estar
asociados a la tolerancia al déficit hidrico.

Palabras clave: Oryza sativa L., anatomia, estrés
hidrico, lamina foliar, raiz.

Recibido: 31/03/14
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ABSTRACT

The rice (Oryza sativa L.), can be grown in waterlogged
soil or not. The anatomical characterization of rice
under two water management conditions was the main
objective of this research in order to observe changes
associated with adaptation to water stress. The cultivars
'Fundarroz PN-1', 'Cimarron’, 'Fonaiap 2000' and 4
experimental lines were evaluated, transplanted in the
field under two conditions, without stress (flooding)
and stress (intermittent irrigation). Samples of leaves
and roots of five plants at 42, 63, 88 and 95 days after
transplantation were studied. Samples were dehydrated
in tertiary butyl alcohol, embedded in paraffin blocks,
cut and stained with Safranin-Fatsgreen technique.
Observations and measurements were made with the
program MOTIC 2.0. Collected data were: leaf and leaf
central rib sizes, number of spaces, and numbers of
vascular bundles (NVB) in the rib and blade, bulliformes
cell numbers; in roots, number of xylem bundles,
aerenchyma arrangement, and thickening of endodermis
and thickness of the layer surrounding endodermis
were measured. To identify the anatomical characters
of greater variation among genotypes and irrigation
conditions descriptive statistic was used. The NVB and
thickening of the endodermis were the characters that
showed greater variation, it was observed an increase
of the NVB in first-and second-order stress conditions.
Fonaiap 2000 and Somaclone 2 were the only genotypes
that showed third-order vascular bundles. Changes in the
thickening of the endodermis could be associated with
tolerance to water deficit.

Key words: Oryza sativa L., anatomy, water stress,
leaf blade, root.
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INTRODUCCION

En Venezuela, el arroz (Oryza sativa L.) se cultiva
principalmente bajo la modalidad de riego por
inundacion, sin embargo, se desarrolla bien en
suelos no anegados. Las respuestas de tolerancia
permiten el mantenimiento de la turgencia celular
aun a potenciales hidricos foliares bajos; como
consecuencia las plantas mantienen durante
la baja disponibilidad de agua una actividad
fotosintética reducida, capaz de soportar el
crecimiento por un tiempo mayor (Chavez et al.,
2003; Araujo et al., 2000; Chavez, 1991).

Asimismo la anatomia de la zona radical de las
plantas se ve afectada durante el déficit hidrico,
porque las raices de las plantas aumentan el tejido
aerenquimatico para mayor difusion interna del
oxigeno (Alfonso, 2006; Silva et al., 1999).

Los estudios anatomicos de los érganos vegeta-
tivos, permiten determinar las posibles respuestas
adaptativas de las plantas para hacer frente
a medios estresantes. Bajo condiciones de
estrés hidrico, la hoja generalmente presenta
cambios en el tamafio de la nervadura central,
numero de haces vasculares (NHV), niumero y
tamano de las células buliformes; mientras que
en la raiz se observd cambios en el grosor de
la endodermis y exodermis, entre otras; como
posibles mecanismos que confieren tolerancia a
condiciones ambientales desfavorables sin afectar
el rendimiento del cultivo de arroz (Diamont et al.,
2005; Ortiz et al., 2003).

Considerando que el mejoramiento del cultivo
de arroz en Venezuela, esta dirigido hacia la
obtencién de plantas adaptadas a condiciones de
menor suministro de agua, y ante la necesidad
de evaluar el efecto que tiene una condicion de
déficit hidrico sobre los posibles cambios en los
caracteres anatémicos de los cultivares de arroz y
su influencia en el rendimiento, el presente trabajo
tuvo como objetivo caracterizar la anatomia de
genotipos de arroz cultivados bajo condiciones
de déficit hidrico y laminas de agua constante en
Calabozo, estado Guarico.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevo a cabo en el campo experi-
mental de la sede del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), estado Guarico,
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en los Bancos de San Pedro, Calabozo. Se
utilizé semillas de siete genotipos de arroz:
'LO2' (WAB894-B-5A2-1-2-M), 'Somaclon-1'
(CT10 310-15-3-2P-4-3-S4), 'Somaclon-2'
(CT10 310-15-3-2P-4-3-S5), 'Somaclon-3' (CT10
310-15-3-2P-4-3-S40), 'Fundarroz PN-1' (CT10
310-15-3-2P-4-3), 'Cimarrén' y 'Fonaiap 2000'.

La siembra en campo se realiz6 por trasplante a
las dos condiciones de riego: lamina de agua y
déficit hidrico, 45 dias después de las plantulas
en semillero. La condicion de estrés hidrico fue
inducida durante todo el ciclo del cultivo, suspen-
diendo el riego hasta la aparicién de sintomas de
enrollamiento foliar, a partir del cual se aplico riego
hasta la capacidad de campo.

Posterior al trasplante, se realizaron cuatro
muestreos durante el desarrollo del cultivo,
seleccionando al azar cinco plantas por muestreo,
genotipo y condicion de riego. Las muestras fueron
conservadas en una solucion FAA 70% hasta el
momento de su procesamiento. Los estudios
anatémicos se efectuaron en el Laboratorio
de Anatomia del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia Agricola (CIBA) de la Facultad de
Agronomia, Universidad Central de Venezuela
(UCV), en Maracay.

Las muestras de raiz y hoja conservadas en FAA
70% (Roth, 1964) fueron cortadas en secciones
transversales, tomando la parte media de la
lamina foliar. Para el primero y segundo muestreo
se selecciond la ultima hoja expandida, mientras
que para el tercero y cuarto muestreo se escogio
la ultima hoja antes de la hoja bandera. Los
segmentos de las raices fueron obtenidos de
muestras tomadas a 5 cm aproximadamente, por
encima del dpice radical en cada muestreo, que
se encontraban completamente desarrollados y
en buen estado.

Las muestras fueron deshidratadas en una
serie ascendente de alcohol terbutilico, luego
embebidas en bloques de parafina y con la ayuda
de un micrétomo rotativo se efectuaron cortes
transversales de las mismas a un espesorde 10 y. La
tincion se llevd a cabo con la técnica de contraste
Safranina-Fatsgreen (Esau, 1972; Roth, 1964).
Las observaciones y registros fotograficos se
realizaron en un microscopio de luz Marca Nikon,
y las mediciones con el programa Motic ver. 2.0.
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Se utilizaron los siguientes descriptores anato-
micos para caracterizar las hojas y raices de
los siete genotipos bajo las dos condiciones de
humedad del suelo: tamafo de la nervadura,
numero de espacios y NHV en la nervadura
(primero, segundo y tercer orden), NHV en
la lamina (primero, segundo y tercer orden) y
numero de células buliformes. En raices: numero
de vasos xilematicos, disposicién del aerénquima,
engrosamiento de la endodermis y capa que
rodea la endodermis.

Con los datos obtenidos se procedioé a analizar
e identificar los caracteres anatdomicos de mayor
variacion entre los genotipos y condiciones
de riego, a través de la estadistica descriptiva

(Jiménez, 2006), estimandose los valores
minimos y maximos, promedios, desviacién
estandar y coeficientes de variacion, para cada
genotipo en ambas condiciones de humedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas anatomicas de nervadura y
lamina foliar

De acuerdo a los resultados obtenidos en las
mediciones del tamafio de nervadura para ambas
condiciones de humedad del suelo, se observd
que no hay una correlacion significativa entre la
evaluacion realizada y las diferentes fechas de
muestreo (Figura 1).
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Figura 1. Tamafio de la nervadura central en hojas de siete
genotipos de arroz; (A) con lamina de aguay (B) sin

lamina de agua.
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Esta variacion en el comportamiento de los
genotipos esta sujeta a factores de tipo ambiental
y genético, ya que existen fluctuaciones marcadas
para cada uno de los genotipos en ambas
condiciones de humedad.

En particular, la ausencia de homogeneidad dentro
de los genotipos se debe a que los cultivares
Somaclon 1, Somaclon 2 y Somaclon 3, provienen
de un programa de inducciéon de variacion
somaclonal in vitro a partir de la variedad
Fundarroz PN-1, lo que posibilita la variacion
expresada dentro de estos genotipos, que al igual
que el cultivar LO2, proviene del cruzamiento con
Oryza glaberrima. Sin embargo, Fonaiap-2000 y
Cimarrén expresaron variaciones en el tamafio
de la nervadura. Estas variaciones pudieran estar
sujetas a la expresion del fenotipo por influencia
del ambiente (Vega, 1988).

En la Figura 2 se observan los cambios que
experimentaron los genotipos en el numero
de espacios aeriferos de la nervadura central.
El aerénquima es un tejido comun en plantas
adaptadas a condiciones de inundacién y los
espacios aeriferos pueden variar dependiendo de
las condiciones del suelo (Diamont et al., 2007).
En Paspalum dilatatum Poir se ha reportado
que estos espacios pueden variar en cantidad
y tamano, disminuyendo el nimero de espacios
y diametro de los mismos, cuando las plantas
son sometidas a condiciones de estrés hidrico
(Vasellati et al., 2001).

Estos resultados no son coincidentes con los
encontrados en esta investigacion, ya que se
observaron respuestas contrastantes entre los
genotipos en cada una de las condiciones de
humedad, pudiendo estar asociado a la condicion
genética de cada material, como fue reportado
por Diamont et al., 2007.

Bajo condiciones de lamina de agua se pudo
observar diferencias en el numero y tamafo de
espacios aeriferos dependiendo del genotipo.
Para el Somaclon 2, en cada uno de los
muestreos, se aprecio un nimero maximo de dos
espacios en la nervadura central, mientras que
para el Somaclon 3 bajo esta misma condicion,
el valor maximo fue de seis en el tercer muestreo
y dos espacios para el cuarto; por el contrario,
en el genotipo Fundarroz PN-1 no se observo
diferenciacion de dichos espacios.

En condicion de déficit hidrico, los genotipos
Fonaiap-2000, Fundarroz PN-1 y Somaclon 3
evidenciaron un aumento en el nimero de espacios
aeriferos en la nervadura central, encontrandose
hasta seis espacios en Fonaiap-2000 a los 78
dias después del trasplante (Figura 2a). Para
condiciones de lamina de agua, el nimero de
espacios fue menor (Figura 2b), lo que contradice
lo hallado en P. dilatatum Poir y otras especies
cultivadas bajo condiciones de estrés (Vasellati et
al., 2001). Para esta misma condicién, se observo
que los genotipos Somaclon 1y Fundarroz PN-1
mostraron una tendencia al aumento de los haces
vasculares de primer orden.

Figura 2. Numero de espacios en la nervadura del genotipo 'Fonaiap 2000': a) sin lamina
de agua; b) con lamina a los 78 dias de muestreos.
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Sin embargo, el valor maximo lo presento el
genotipo Cimarrén en el tercer muestreo, el
resto de los materiales mostraron variabilidad en
la tendencia, incluso el genotipo LO2 tendi6 a
disminuir el numero de estos haces vasculares en
dos muestreos consecutivos (Figura 3Aa).

En la condicién de déficit hidrico se observo
un aumento en el NHV de primer orden, asi
lo manifestaron los genotipos Fonaiap-2000 y
Fundarroz PN-1, siendo Fonaiap-2000 el de
mayor representatividad, con un NHV de primer
orden igual a diez (Figura 3Ab); el resto de los
genotipos mantuvieron un rango comprendido
entre 1 a 6 haces vasculares de primer orden.

Para la condicion de lamina de agua, los cultivares
Fonaiap-2000 y Fundarroz PN-1 mostraron

inicialmente un menor NHV en las nervaduras
(Figura 3Ba), incluso Fundarroz PN-1, el cual no
mostré la presencia de estos haces en el segundo
muestreo. Para los siguientes muestreos, se
observa un aumento en el NHV de segundo orden,
obteniéndose valores maximos para los genotipos
Fonaiap-2000 y Fundarroz PN-1, el resto de los
genotipos se mantuvieron en un rango de 1 a 4;
no obstante, Somaclon 3 presentd un valor de tres
haces vasculares de segundo orden para cada
muestreo (Figura 3Ba).

Bajo la condicion de déficit hidrico se observé una
tendencia positiva en el NHV de segundo orden
para los genotipos Fundarroz PN-1, Somaclon-3,
Fonaiap-2000 y LO2, el resto de los genotipos
se desviaron de esta tendencia solo en el ultimo
muestreo (Figura 3Bb).
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Figura 3. Numero de haces vasculares de primer orden (A) y de segundo
orden (B) en nervadura central de hojas de siete genotipos de
arroz:(a) condicion de lamina de agua; (b) sin lamina de agua.
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Cuando se comparan ambas condiciones
de humedad, los genotipos Fonaiap-2000 y
Fundarroz PN-1 mantienen su aumento en
el NHV de segundo orden, indicando una
respuesta favorable a pesar de sufrir cambios
en la disponibilidad de agua. El resto de los
genotipos sufren marcadas variaciones en ambas
condiciones. Solo el déficit hidrico al genotipo
Somaclon 2, mostré la presencia de haz vascular
de tercer orden (Figura 4). Diamont et al. (2007)
reporta que esta caracteristica es de interés en
gramineas, ya que le permite tolerar la condicion
de sequiaimpuesta, ademas, los vasos de menor
diametro pueden incrementar la resistencia al
flujo de agua y su presencia por mas tiempo en
el tejido xilematico.

El NHV de primer orden en la lamina foliar de
Fonaiap-2000, bajo la condicién de lamina de
agua, fue mayor en el tercer muestreo siendo su
valor maximo de 17 (Figura 5Aa). En el resto de
los muestreos todos los genotipos se mantuvieron
en un rango entre 5-10 haces vasculares de
primer orden (Figura 5Aa). Para la condicion de
déficit hidrico, el genotipo Somaclon 3 a partir del
segundo muestreo incrementé su NHV de primer
orden (19 haces vasculares), siendo el maximo
valor para esta condicion. Para el genotipo
Fundarroz PN-1, se observé un aumento solo
en el ultimo muestro (18 haces vasculares), los
demas genotipos se mantuvieron en un rango
entre 5-8 haces (Figura 5Ab).
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Al comparar ambas condiciones de humedad
se pudo observar que no hubo cambios
significativos en el NHV de la Iamina foliar, ya
que se mantuvieron en rango semejantes para
ambas condiciones; a excepcion del genotipo
Somaclon-3 que se destaco por su desarrollo
diferencial.

Bajo la condicion de lamina de agua, se observo
una tendencia al aumento en el NHV de segundo
orden durante el desarrollo del cultivo, para el
genotipo Fonaiap-2000 (Figura 5Ba), con un
valor maximo de 31 para el cuarto muestreo,
resultado similar fue observado en LO2 a
excepcién del ultimo muestreo que evidencié una
disminucion. Los restante genotipos mantuvieron
fluctuaciones en un rango comprendido entre 13
a 29 haces vasculares de segundo orden.

Por el contrario, para la condicion de déficit
hidrico, los genotipos LO2 y Fonaiap-2000
presentaron una tendencia a disminuir el NHV
en todos los muestreos; donde el valor maximo
se observo en el cultivar Cimarréon con 28 haces
vasculares de segundo orden y el valor minimo
para los genotipos LO2 y Fonaiap-2000 con 13
haces vasculares. Somaclon 3 presentd una
disminucion en el NHV de segundo orden, pero
solo en el cuarto muestreo, los demas cultivares
se mantuvieron en un rango comprendido entre
13-20 haces vasculares en la lamina foliar
(Figura 5Bb).

b kﬂ:‘im_ >

Figura 4. a) Haces vasculares de tercer orden en la nervadura del genotipo 'Somaclon 2' (22 ddM),
condicion sin lamina de agua, b) epidermis y endodermis radical engrosada de 'Fonaiap
2000' (22 ddM); condicion lamina de agua.
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Figura 5. Numero de haces vasculares de primer orden (A) y de segundo orden
(B) en lamina foliar de siete genotipos de arroz: (a) condicién de lamina
de agua; (b) sin lamina de agua.

Los haces vasculares de tercer orden, para
ambas condiciones de humedad, presentaron
irregularidad en el desarrollo de todos los
genotipos, probablemente se debe a diversos
factores ambientales, genéticos y de manejo.
Cabe destacar que los genotipos Somaclon 2
y Cimarron; después del primer muestreo en
la condicion sin lamina de agua, mostraron
desarrollo de los haces vasculares, lo cual indica
una respuesta anatdomica para esa condicion
(Diamont et al., 2007; Van Rensburg et al., 1994).

Células buliformes

No se observo diferencias significativas para el
numero de células buliformes en la lamina foliar,
para ambas condiciones hidricas. Se mantuvo
el numero de células entre 18 a 36 de acuerdo
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al genotipo, en cada uno de los muestreos
realizados, probablemente esta caracteristica se
ve poco afectada por el ambiente.

Caracteristicas anatomicas de la raiz

La evaluacion de las caracteristicas anatémicas
de las raices se hizo en los dias de muestreo,
con el fin de establecer una cronologia de las
observaciones realizadas en los siete genotipos
de arroz bajo las condiciones de humedad esta-
blecidas. En el primer muestreo, bajo la condicion
de ldmina de agua, no se observé engrosamiento
en las células de la epidermis para seis de
los genotipos, solo Fonaiap-2000 presentd un
engrosamiento aparente (Figura 4b). En todos
los genotipos se observaron dos capas de células
esclerenquimaticas de forma rectangular.
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A nivel del periciclo se observdé una doble
capa engrosada de células ovaladas; hacia
la parte interna del periciclo se hallé el tejido
metaxilematico conformado por tres a cinco vasos
metaxilematicos.

Para la condicion de estrés hidrico no se evidencié
cambios en la epidermis, solo hubo cambios en el
numero de vasos metaxilematicos comprendidos
entre dos y cinco en los genotipos Somaclon 1y
Cimarrén, respectivamente. El resto mantuvieron
constantes el nUmero de vasos metaxilematicos
para las dos condiciones, el cual fue de cuatro.

La reduccién en el nUmero de vasos xilematicos
esta relacionada con un mecanismo para enfrentar
los efectos del estrés hidrico, producto de una
menor actividad de las células del cambium,
tal como lo sefialan Garzén y Garcia (2011).
Respuestas similares fueron reportadas por
Guenni et al. (2006) en estudios con Brachiarias.

Al comparar ambas condiciones de humedad
durante el segundo muestreo, no se evidenciaron
cambios en la estructura de la epidermis. En la
endodermis, el genotipo Somaclon 2 presentd,
en ambas condiciones, modificaciones en la
estructuray arreglo de las células del tejido radical,
no observandose la doble capa esclerenquimatica
que la rodea. De igual manera, el genotipo
Somaclon 3 demostré cambios estructurales en
la endodermis, solo bajo la condicién de lamina
de agua.

CONCLUSIONES

Las variables anatdmicas medidas en las hojas,
presentaron fluctuaciones marcadas, en ambas
condiciones de humedad, indicando posibles
tendencias favorables de adaptacion.

Con relacion a la anatomia de la raiz, se
comprobaron solo cambios puntuales en la
estructura de la endodermis, mientras que el resto
de los componentes se mantuvieron inalterables.

Al comparar ambas condiciones de humedad
durante el segundo muestreo, no se mostraron
cambios en la estructura de la epidermis radical,
de la doble capa esclerenquimatica y la presencia
de tejido aerifero; no obstante, en lo que concierne
ala endodermis el Somaclon 2 presentd, en ambas
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condiciones, modificaciones en la estructura
y arreglo de las células que la componen, sin
presentar la doble capa esclerenquimatica
que la rodea. De igual manera, el genotipo
Somaclon-3 evidencié cambios estructurales en
la endodermis, solo bajo la condicién de lamina
de agua. Similares resultados fueron encontrados
durante el tercer muestreo.

Las caracteristicas anatdmicas que se vieron
mayormente afectadas por las condiciones de
déficit hidrico fueron, el area foliar: aumento en
el numero de espacios aeriferos en la nervadura
principal y el NHV; en el tejido radical: reduccion
en el numero de vasos xilematicos. Sin embargo,
es importante evaluar otras caracteristicas
anatémicas como grosor de la epidermis del tejido
foliar y radical, asi como la presencia o ausencia
de aguijones o tricomas.
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RESUMEN

En las evaluaciones participativas, los agricultores
juegan un papel fundamental en la seleccion de
cultivares, por su conocimiento local y percepcion
sistémica del cultivo, integrandose activamente al
proceso de investigacién y logrando una sinergia
con los investigadores para obtener tecnologias
que realmente se adapten a sus condiciones y
necesidades. El presente trabajo tuvo como objetivo
facilitar la participacion de los agricultores en la
evaluacion y seleccién de cultivares de caraota
negra (Phaseolus vulgaris L.), permitiendo la
incorporacién de nuevos cultivares a los sistemas
locales de produccion. El estudio se realizé en la
comunidad de Santa Rosa de Ceiba Mocha, para
ello se aplicé la metodologia de evaluacién abierta
y absoluta que permitio la identificacion de los
criterios locales de seleccion o preferencia de los
agricultores y la aceptacion o rechazo de los 18
cultivares evaluados. Asimismo, se determino el
numero de vainas/plantas, nimero de granos/vaina
y el rendimiento (R) en kg ha™. Los cultivares con
mayores porcentajes de aceptacion, por parte de
los agricultores, corresponden a Tacarigua (88%),
Sesentera (75%), Local Guarico (75%) y Linea 13
(74%). Empleando como criterios importantes de
seleccion los relacionados con el R, principalmente el
numero de vainas por planta, ademas de los factores
bioticos de resistencia a plagas y enfermedades. Los
resultados expresan coincidencias con la evaluacion
del equipo técnico, de alli la necesidad de que los
fitomejoradores tomen en consideracién los criterios
y opiniones locales de los agricultores al momento de
la seleccion, por ser ellos los usuarios potenciales.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., fitomejo-
ramiento participativo.
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ABSTRACT

In participatory evaluations, farmers play a key role
in cultivar selection because of their local knowledge
and systemic perception of the crop. They actively
integrate in the research process and synergy is
achived with researchers to obtain technologies that
really suit their conditions and needs. This study
aimed to facilitate the participation of farmers in the
evaluation and selection of cultivars of black beans
(Phaseolus vulgaris L.), allowing the incorporation of
new cultivars to local production systems. The study
was conducted in the community of Santa Rosa
in Ceiba Mocha, Guarico State. The methodology
for open and absolute evaluation was applied and
allowed the identification of criteria of local selection
or preference of farmers and the acceptance or
rejection of the 18 cultivars evaluated. The number
of pods / plant, number of grains / pod and yield
(Y) in kg ha' were determined. The cultivars with
higher percentages of acceptance by farmers,
corresponded to: Tacarigua (88%), Sesentera (75%),
Local Guérico (75%) and Linea 13 (74%), using as
important selection criteria, those related to Y, mainly
the number of pods per plant, in addition to biotic
resistance to pests and diseases. The results showed
similarities with the evaluation of the technical team,
hence the need for breeders to take into account the
criteria and opinions of local farmers in the selection,
as they are the potential users of such cultivars.

Key words: Phaseolus vulgaris L., farmer partici-
patory research.



Vol. 64 (1-2)

AGRONOMIA TROPICAL

2014

INTRODUCCION

Las leguminosas de grano representan un recurso
alimenticio de gran importancia nutricional por
su elevado contenido de proteinas, hidratos
de carbono complejos y bajo contenido en
grasa, caracteristicas que las hacen adecuadas
para dietas que requieran una baja respuesta
glucémica; ademas, constituye una fuente
alimenticia de menor costo en comparacion con
los productos de origen animal como la carne, el
pescado y el huevo (Muzquiz et al., 2012, Subuola
et al., 2012; Garcia et al., 2009).

Estudios indican que existe gran variabilidad
quimica entre semillas de cultivares de caraota,
lo cual podria redundar en una diversificaciéon
de su uso, y por ende, en una contribucién al
mejoramiento de la calidad nutricional en la
ingesta de la poblacion (Granito et al., 2006).

A este respecto, las leguminosas son base
fundamental para la seguridad agroalimentaria
en Venezuela y presentan como caracteristicas,
una amplia adaptacién a suelos y climas poco
favorables; al mismo tiempo, juega un papel
importante en la rotacion de cultivos por su
capacidad de fijacién bioldgica de nitrégeno,
dada la relacion simbidtica con diversas bacterias
radiculares (Olmedilla et al., 2010).

En el pais, el cultivo y consumo de las leguminosas
vienen de una larga tradicion historica; se produce
en casi todos los estados, siendo la caraota
negra (Phaseolus vulgaris L.), el frijol (Vigna
unguiculata L. Walp.), la arveja (Pisum sativum
L.) y el quinchoncho (Cajanus cajan L.), las de
mayor consumo (Garcia et al., 2009).

Es significativo el valor que tiene el estado
Guarico, como una de las regiones del pais
con mayor potencialidad para la produccion
de caraota negra, representado por dos zonas
agroecologicas de importancia como son: colinas
y vegas. A pesar de estas potencialidades para
la produccion agricola, presenta una serie de
problemas que se deben abordar para hacer que
estos sistemas de produccion sean sustentables
y contribuyan con la seguridad y soberania
agroalimentaria.
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Uno de los problemas que limita el desarrollo
del cultivo de caraota negra en la zona, es la
deficiencia que existe de variedades mejoradas,
adaptadas a las condiciones ambientales de
la regién, unido a la incidencia de plagas y
enfermedades.

El acceso de las comunidades a las semillas
del sector formal es escaso, lo que conlleva a
que la produccién, seleccién y la conservacion,
deben realizarlo los propios agricultores en sus
fincas, mediante intercambios con variedades
de la misma comunidad (Moreno et al., 2005), lo
que les brinda la posibilidad de crear sus propios
sistemas locales de semillas.

Las leguminosas son cultivadas fundamentalmente
en pequenas unidades de produccion campesina,
distribuidas en todas las regiones del pais. Por
lo general, con fines de autoconsumo y comercio
local (Pérez et al., 2013), donde los agricultores
con su conocimiento tradicional y percepcion del
cultivo bajo un enfoque sistémico, desarrollan
una relacion basada en fundamentos sociales,
culturales y espirituales que identifican el sentir
de la comunidad.

De alli, la importancia de hacer participes a los
agricultores en el proceso de investigacion y
realizar una sinergia entre ellos y los investigadores,
para poder obtener tecnologias que realmente se
adapte a sus condiciones y necesidades.

Ceccarelli (2009), indica que la calidad de la
participacién no esta relacionada con la raza, el
género, la riqueza, la alfabetizacion y la religion,
ya que los campesinos pueden compartir sus
conocimientos con los cientificos, tomando en
cuenta la diversidad de criterios para evaluar
cultivares que no son considerados en programas
convencionales de fitomejoramiento.

En este sentido, el presente trabajo tuvo como
objetivo facilitar la participacién de los agricultores
y las agricultoras en la evaluacion y la seleccion
de cultivares de caraota negra; con el fin de
incorporar nuevos cultivares a los sistemas
locales de produccién dandole especial interés a
sus propios criterios de seleccion y conocimientos
ancestrales.
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METODOLOGIA

El ensayo se establecié en la comunidad Santa
Rosa de Ceiba Mocha, municipio Leonardo
Infante, estado Guarico, latitud norte 13°12'8" y
longitud oeste 66°01'13,7". El suelo es tipo franco
arcillo arenoso con pH 6,3; de acuerdo al analisis
de suelo realizado en el Laboratorio de Suelos
del Instituto Nacional de Investigaciones Agricola
(INIA), estado Guarico.El contenido de fosforo es
bajo, potasio mediano y el calcio alto.

Los tratamientos correspondieron a 18 cultivares,
incluido como testigo el cultivar Local Guarico
de mayor uso en la regién (Cuadro 1). Se utilizé
un disefio experimental de bloques completos
al azar con cuatro repeticiones. Cada parcela

experimental conformada por tres hileras sepa-
radas entre si, a 0,70 m, con 4 m de largo, y un
area por unidad experimental de 8,4 m?, tomando
para las evaluaciones el hilo central, previa
eliminacion de 0,5 m al comienzo y final de cada
hilo. La siembra se realizd el 28 de agosto de
2012, a una profundidad de 2 a 3 cmy 14 semillas
por metro lineal.

En cuanto a las labores del cultivo para la prepa-
racion de suelo, se efectuaron dos pases de
rastra, previo pase de desmalezadora manual. En
la fertilizacién se aplico una férmula completa
10-20-20, a razén de 300 kg ha' al momento
de la siembra. A los 13 y 31 dias después de la
siembra (DDS), se aplico fertilizante organico
(biofermentado) al 10% como abono foliar al cultivo.

Cuadro 1. Cultivares de caraota evaluados en la comunidad de Santa Rosa de Ceiba
Mocha, municipio Leonardo Infante, estado Guarico.

Tratamiento Cultivar Procedencia
1 Tacarigua INIA variedad comercial
2 Sa029 INIA
3 Linea 13 INIA
4 L- 140 INIA
5 Minita Empresa privada
6 Balina Material local
7 Sesentera Material local Lara
8 Silvinera Material local Lara
9 1 Yaracuy Cardén Material local Yaracuy
10 Monagas la Mona Material local Monagas
11 Local Guarico (testigo) Material local Guarico (testigo)
12 Valladolid Material local Aragua
13 Inta Cardena Nicaragua
14 Brs Campeiro Brasil
15 Brs Supremo Brasil
16 Tibaiji Brasil
17 Tiziu Brasil
18 Uirapuru Brasil
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Al momento de la siembra y para el control
de plantas arvenses, se utilizé el herbicida
glifosato (2 litros ha'), y a los 34 y 54 DDS se
realizé control manual. En cuanto al manejo de
plagas y enfermedades, se liberd Trichogramma
(30.000 individuos/ha), una semana antes del
establecimiento de los experimentos para el
control de lepiddpteros.

Al momento de la siembra, la semilla fue tratada
de forma preventiva con Trichoderma harzianum
a razén de 1 kg ha', se realizaron aplicaciones
semanales de Lecanicilium lecanii (1 kg ha™) al
follaje para el control de coquitos perforadores e
insectos chupadores como mosca blanca (Bemisia
tabaci) y saltahojas (Empoasca kraemeri).

Las variables biométricas evaluadas fueron:
numero de vainas por plantas (VP), numero de
granos por vaina (GV) y rendimiento (R), tomando
para su medicién las 10 plantas del hilo central.

En la valoracion y seleccién participativa de los
cultivares, en una primera fase se empleé el
método de evaluacién absoluta, que consiste
en evaluar cada metodologia o tecnologia
independientemente de las demas del conjunto
(De Gouveia et al., 2005; Guerrero et al., 1996).

Los agricultores realizan su seleccion, expresando
sus criterios y clasifican a los cultivares de
acuerdo a una escala que va desde muy bueno,
bueno, regular, malo hasta muy malo. En una
segunda fase se efectudé una evaluacién abierta
donde se les pregunta a los agricultores cual
de los cultivares le gusté mas y cual menos.
Este tipo de evaluacion permitié al agricultor
manifestar su aceptacién o rechazo por cada
tratamiento segun sus propios criterios, ademas,
tener la oportunidad de seleccionar cultivares de
su preferencia. La etapa fenoldgica del cultivo
donde se realizé la evaluacion fue en la fenofase
reproductiva R8-R9, y participaron un total de
16 agricultores expertos en el cultivo de caraota
negra (CIAT, 1991).

Para la evaluacion y procesamiento de los datos
obtenidos en cuanto al porcentaje de seleccidn,
se tomé como referencia la escala donde cada
caracteristica le correspondia un valor que
va desde el 5 al 1, donde 5 es muy bueno y 1
muy malo. Estos valores se multiplican por el

52

nuamero de veces que los agricultores clasifican
cada cultivar evaluado y después se obtiene el
porcentaje, a fin de determinar el maximo valor
que puede alcanzar un cultivar.

En cuanto a los valores correspondientes de
las variables biométricas se aplicd el programa
estadistico InfoStat, version 1.0, realizando
analisis de varianza y comparaciones de medias,
utilizando la prueba de Tukey (P<0,05) al nivel del
5% de significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluaciéon agronoémica. Variables biométricas

En el Cuadro 2 se observan las variables de R
en kg ha' y sus componentes VP y GV, de 18
cultivares evaluados, con diferencias altamente
significativas entre tratamientos (P<0,05) para
cada una de las variables.

Los mayores R correspondieron a los cultivares
Tacarigua (830,89 kg ha™), seguido de Linea 13
(790,15 kg ha') y Sesentera (757,2 kg ha™),
superando al cultivar Local Guarico (537,44 kg ha™).
Con valores mas bajos se observaron los cultivares
BRS Supremo (264,04 kg ha') y BRS Campeiro
(440,03 kg ha™).

El R promedio nacional en caraota, reportado por
el Ministerio del Poder Popular para la Agricultura
y Tierras (MPPAT, 2011) es de 880 kg ha”, al
comparar los valores obtenidos de 18 cultivares,
estos se encuentran por debajo de este promedio.
Tales rendimientos pudieron verse afectados por
la accién de factores abidticos como la presencia
del complejo de hongos Sclerotium rolfsii y
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., que
ocasionaron danos a los cultivares en las primeras
etapas fenoldgicas del cultivo.

El hongo M. phaseolina localizado en zonas
agricolas de los estados Cojedes, Guarico y
Portuguesa, afecta la calidad, el crecimiento y
el R del grano (Lira et al., 2012; Osorio et al.,
2012). Es importante sefalar que el R de todo
cultivo depende de factores ambientales, manejo
agronoémico y de las caracteristicas genéticas
propias del cultivo (Lépez y Ligarreto, 2006; Lobell
et al., 2009).
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Cuadro 2. Rendimiento y sus componentes en los cultivares de caraota evaluados en la
comunidad de Santa Rosa de Ceiba Mocha, municipio Leonardo Infante, estado

Guarico.
Cultivar Vainas por planta Granos por vaina Rendimitanto
(kg ha'')
Tacarigua 17,00 bedef 3,22 abc 830,89 a
SA 029 13,48 gh 3,83 ab 420,24 g
Linea 13 22,87 a 3,31 abc 790,15 ab
L-140 15,15 efg 3,08 bc 561,82 def
Minita 15,25 defg 3,59 abc 571,58 def
Balina 16,35 cdef 3,47 abc 445,90 fg
Sesentera 19,10 b 3,07 bc 757,20 ab
Silvinera 15,45 defg 3,78 abc 728,89 abc
1 Yaracuy Cardon 21,70 a 3,69 abc 613,27 cde
Monagas La Mona 16,9 bedef 3,01 bc 457,74 fg
Local Guarico (testigo) 15,05 fgh 3,34 abc 537,44 defg
Valladolid 21,30 bc 3,03¢c 460,00 fg
INTA Cardena 15,55 defg 3,62 abc 566,01 def
BRS Campeiro 17,35 bcde 3,35 abc 440,03 fg
BRS Supremo 18,95 b 3,77 abc 264,04 h
Tibaiji 12,92 hi 3,84 ab 445,20 fg
Tiziu 17,45 bed 3,94 a 666,13 bcd
Uirapuru 11,20 i 3,78 abc 497,56 efg

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas. Tukey (P<0,05).

Evaluacién participativa de cultivares

El Cuadro 3 muestra el porcentaje de seleccion
de los cultivares de caraota de acuerdo a la
evaluacion absoluta realizada por los agricultores.
Se observa que de 18 cultivares, Tacarigua (88%),
Sesentera (75%), Local Guarico (75%) y Linea
13 (74%), fueron los de mayor porcentaje de
seleccion.

Cuando se les aplico la evaluacion abierta a
los agricultores para elegir el mejor cultivar,
seleccionaron a Tacarigua con 81%, seguido del
Local Guarico (19%), generalmente los agricultores
prefieren cultivares conocidos por ellos, en este
caso Local Guarico fue escogido a pesar de
presentar susceptibilidad a enfermedades, siendo
este un criterio de rechazo.
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De igual manera, mostraron preferencia por la
variedad comercial Tacarigua que fue sembrada en
la zona, mientras que los cultivares BRAS Supremo
y BRS Campeiro resultaron los mas rechazados
con 93 y 6%, respectivamente (Cuadro 4).

La variedad Tacarigua se originé a partir de dos
ciclos sucesivos de selecciéon masal practicada
dentro de una coleccién denominada 'Venezuela
44' proveniente de Colombia e introducida al
pais en 1967, siendo liberada en 1972 (Ortega
y Barrios, 1972). Esta variedad presentd los
mayores grados de aceptabilidad por parte de
los agricultores, indicando que ninguno de los
otros cultivares lograron superarla, a pesar de
los afos que tiene liberada en el mercado. Las
razones empleadas para la seleccion fueron:
buena carga, buen follaje y tamafio de la planta,
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buen tamano de maraca (vaina), resistencia a
plagas y uniformidad de la planta.

Al comparar los resultados arrojados por la
evaluacién absoluta y abierta efectuada por
los agricultores, presentan coincidencias en la
seleccion realizada. Asimismo, entre los cultivares
que registraron mayores rendimientos y los
seleccionados por los agricultores, de alli el valor
de los saberes de los agricultores que expresan
sus percepciones de acuerdo a su experiencia y
conocimiento local.

Es significativa la importancia del conocimiento
local de los agricultores al igual que la transmision
que hacen del mismo, de generacién en generacion,
formando parte de sus costumbres y creencias,
basadas y desarrolladas por percepciones unicas

originadas de las experiencias y observaciones
cotidianas de los agroecosistemas (Mora, 2008),
siendo fuente valiosa de informacion para colectar,
caracterizar y conservar cultivares en programas
de fitomejoramiento (Bolivar et al., 2000).

Los cultivares desconocidos para los agricultores
como Linea 13 y Sesentera, obtuvieron una buena
aceptacion, a pesar de no superar a los conocidos
por ellos como Tacarigua y el cultivar Local Guarico.

Morros y Pire (2003), sefialan que al incorporar
agricultores a las evaluaciones, se les permite
el contacto con los nuevos cultivares para que
puedan evaluarlos bajo sus condiciones y manejo,
lo que supone que los cultivares seleccionados
por éstos, tengan una mayor probabilidad de
aceptacion y difusion en la zona.

Cuadro 3. Porcentaje de seleccion de los cultivares de caraota de acuerdo a la evaluacién absoluta

realizada por los agricultores.

Porcentaje de agricultores que califican a los cultivares

Cultivares Seleoccién
(%) Muy bueno Bueno Regular Malo Muy malo
Tacarigua 88 37 63
SA 029 68 37 63
Linea 13 74 69 31
L- 140 64 19 81
Minita 60 6 88 6
Balina 65 25 75
Sesentera 75 19 37 44
Silvinera 60 6 88 6
1 Yaracuy Cardon 68 37 63
Monagas La Mona 68 44 56
Local Guarico (testigo) 75 13 50 37
Valladolid 66 31 69
INTA Cardena 56 81 19
BRS Campeiro 48 56 25 19
BRS Supremo 29 19 75
Tibaiji 63 19 75
Tiziu 56 6 69 25
Uirapuru 58 75 19
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Cuadro 4. Seleccion abierta de cultivares por los agricultores.

. Aceptacion Rechazo
Cultivares
% Razones % Razones
Buena carga, buen follaje y tamafo
. de la planta, buen tamafio de maraca,

Tacarigua 81 . . ) .
resistencia a plagas, uniformidad de
la planta.

. Buen tamafio de maraca, buen No madura uniformemente.
Local Guarico 19

desarrollo de follaje y porte.

BRAS Supremo

BRAS Campeiro

Susceptible a enfermedades.

Llenado regular, insuficientes vainas,

93 susceptible a enfermedades.

6  Susceptible a enfermedades.

La evaluacion y seleccion participativa de cultivares
contribuye a la introduccion de nuevas variedades
en las fincas, siendo una herramienta efectiva para
fomentar la adopcién y diseminacion de nuevas
variedades entre los pequefios agricultores (De la
Fe et al., 2009; Miranda et al., 2009; Lamin et al.,
2005; Rios, 2009; Ruz et al., 2007).

En el Cuadro 5, se observan las razones de
seleccién empleadas por los agricultores para
la aceptacion o rechazo de los 18 cultivares
evaluados, éstas se agruparon en cuatro criterios
generales (Cuadro 6), donde se indica el numero
de veces que fue considerado y la prioridad de
los mismos; de éstos, los criterios mayormente
empleados fueron resistencia a insectos plagas,
enfermedades y R, ambos criterios con valores
muy cercanos, lo que indica que para los
agricultores son los criterios mas importantes.

Es comun que los criterios relacionados con
R y con las caracteristicas del grano, sean los
mas empleados en la seleccién de variedades
(Miranda et al., 2007). Asimismo, Diaz et al.
(2008), indican que los campesinos eligen cuatro
o mas caracteres afines con el ambiente, las
caracteristicas de la planta y semilla; siendo
los que contribuyen significativamente en el
mejoramiento genético de la especie, por integrar
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una mayor cantidad de conocimientos y someter
a mayor presion a la planta.

La seleccion participativa por parte de los agricultores,
sirve para identificar los criterios de clasificacion
de los cultivares evaluados. En cuanto a los
criterios de seleccion, evaluan las caracteristicas
que son importantes y, luego, compensan las
ventajas y desventajas de cada una, por lo general
correspondiendo con los componentes del R del
cultivo, y relacionados con factores bidticos.

Resultados similares en cuanto a criterios de
seleccién fueron obtenidos por Moreno et al.
(2009) en arroz (Oryza sativa L.); por Martinez
et al. (2006) y Acosta et al. (2007) en maiz (Zea
mays L.); por Lopez et al. (2007) en yuca (Manihot
esculenta Crantz); por Moya et al. (2009) en
tomate (Solanum lycopersicum L.); por Pino et al.
(2007) en platano (Musa sp.); entre otros.

Otro aspecto de interés es que la seleccién de
cultivares por parte de los agricultores coincide
con la seleccion realizada por el equipo técnico,
observandose una preferencia por aquellos culti-
vares con los mejores rendimientos. Resultados
similares fueron obtenidos por De Gouveia et
al. (2005); De la Fe et al. (2009); Morros y Pire
(2002); Asfaw et al. (2012).
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Cuadro 5. Razones de los agricultores para la aceptacion o rechazo de los cultivares de caraota

evaluados.
Razones utilizadas por los agricultores para aceptacién o rechazo
Cultivares
Aceptacion Rechazo
Buena carga, buen follaje y
. tamanio de la planta, buen tamafo
Tacarigua . .
de maraca, resistencia a plagas,
uniformidad de la planta
SA 029 Maraca de buen tamafio, buena Susceptible a enfermedades
carga, no ramea
. Buen tamafo de maraca, buen
Linea 13 La ataca mucho la plaga
porte de la planta, buena carga
L- 140 De_sarrollo no~ uniforme
Vaina pequefia
Mini Poco desarrollo de la planta, susceptible a
inita
enfermedades
. Deficiente numero de vainas, tiene acame,
Balina Buen color
poca carga.
Buen follaje, buena carga, buen
Sesentera . .
numero de vainas, buen color
Silvinera Buen color de la mata Mata muy pequena
1 Yaracuy Cardén Sau:;; porte, buen llenado, buena Presenta enfermedades
Llenado de vaina deficiente
Buena carga, buen porte, buen Presenta enfermedades
Monagas La Mona . . .
nuamero de vainas, buen color Poco numero de granos
Poca carga
Local Guarico Buen tamafio de maraca, buen No madura uniformemente
desarrollo de follaje y porte Susceptible a enfermedades
: Tiene maracas buenas, resistente
Valladolid
a enfermedades, buen color
INTA Cardena Buen~ porte de la mata, buen
tamario de la planta, buen llenado
BRS Campeiro Buen llenado, buen follaje Susceptible a enfermedades

Llenado regular, insuficientes vainas,

BRS Supremo susceptible a enfermedades

Tibaji Buen tamafio de la vaina Material irregular, susceptible a enfermedades,
Buen llenado presenta acame
Tiziu Vainas de distintos tamanos, llenado irregular,
susceptible a enfermedades
. Vaina irregular, susceptible a enfermedades,
Uirapuru Buen llenado

carga no pareja
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Cuadro 6. Orden de prioridad de los principales criterios de seleccion sefialados por
los agricultores en la evaluacion de 18 cultivares de caraota.

Numero de veces senalados

Criterios agrupados

por los agricultores

Orden de prioridad

Resistencia a insectos plagas
y enfermedades

Rendimiento

Morfologia de la planta

Tama#fo de grano

149 1
143 2
50 3
20 4

La aplicacion de metodologias y herramientas
participativas fortalece el proceso de investigacion/
educacion, puesto que la misma facilita la
adopcion y difusion de los cultivares adaptados
a las condiciones socioculturales, econémicas y
agroecoldgicas, como lo indica Vernooy (2003).
La seleccién descentralizada realizada en las
parcelas de los agricultores, es una metodologia
importante para lograr la adaptacion de cultivos
a contextos biofisicos, sociales y econdmicos
especificos y responder a las necesidades y al
conocimiento de los agricultores.

CONCLUSIONES

Los cultivares con mayor porcentaje de seleccién
por parte de los agricultores fueron: Tacarigua
(88%), Sesentera (75%), Local Guarico (75%) y
Linea 13 (74%), siendo los principales criterios de
seleccion los relacionados con R, VP y factores
bidticos (resistencia a plagas y resistencia a
enfermedades).

Los mayores rendimientos correspondieron a
los cultivares Tacarigua (830,89 kg ha™), Linea
13 (790,15 kg ha) y Sesentera (757,2 kg ha™),
presentando el R mas bajo, el cultivar BRS Supremo
(264,04 kg ha), que mostro coincidencias con los
cultivares seleccionados por los agricultores al
igual que los rechazados.

Los agricultores poseen un valioso conocimiento
local, de alli la necesidad de que los equipos de
fitomejoradores tomen en consideracion criterios
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y opiniones de los agricultores al momento de la
seleccion de cultivares por ser ellos los usuarios
potenciales de estas tecnologias.
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RESUMEN

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth), asi
como varias especies silvestres en Venezuela,
se ubican en zonas de laderas con altitudes
superiores a los 1.500 m. A pesar de ser un frutal de
mucha importancia en el pais, por sus propiedades
nutracéuticas y por la actividad econdmica que
genera para los productores de las zonas altas, poco
se conoce acerca de la variabilidad genética de este
género y su vulnerabilidad por la pérdida de su habitat
natural y los ataques de plagas y enfermedades. El
objetivo de este trabajo fue caracterizar la variabilidad
genética existente en una muestra de 65 genotipos
de Rubus cultivados y silvestres colectados en
los estados Tachira, Mérida y Aragua, utilizando
marcadores microsatélites. Se evaluaron 16 primers
microsatélites, de los cuales seis fueron polimorficos
y generaron 18 bandas polimérficas con un promedio
de 2,83 alelos por locus. El analisis molecular
revelé una alta similitud en los genotipos de R.
glaucus, debido posiblemente al empleo de pocos
iniciadores especificos, a la propagacion vegetativa
y a la cercana ubicacién geografica de los genotipos
cultivados y silvestres.

Palabras clave: Rubus glaucus Benth, mora de
castilla, variabilidad genética, especies silvestres.

Recibido: 08/06/14
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ABSTRACT

The andean blackberry (Rubus glaucus Benth), as
well as, several wild species in Venezuela are found
on hillsides located above 1.500 m. Despite of being
an important fruit crop in the country, because of the
nutraceutical properties and the great economical
value of the activity for the producers, too little is
known about its genetic variability and its vulnerability
due to the loss of their natural habitats and pest and
disease damages. The objective of this work was
to characterize the genetic variability of a sample
composed by 65 cultivated and wild Rubus genotypes
collected in the states of Tachira, Mérida and Aragua.
Microsatellite markers were used to characterize
their genetic variability. Anumber of 16 microsatellite
primers were evaluated, 6 of which were polymorphic,
generating 18 polymorphic fragments with an average
of 2,83 alleles per locus. The molecular analysis
revealed a great similarity among the R. glaucus
genotypes possible due to the use of few specific
primers, the vegetative propagation of this crop and
that genotypes were collected in nearby geographical
regions.

Key words: Rubus glaucus Benth, blackberries
andean, genetic variability, wild species.
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INTRODUCCION

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth)
pertenece a la familia de las Rosaceas. El género
Rubus es bastante difundido en el mundo, se
estima que existen unas 400 6 500 especies con
habito de crecimiento bianual y perennes que
pueden reproducirse sexual o apomicticamente.
El nimero basico de cromosomas es 7, con
niveles de ploidia desde diploides 2x= 2n= 14
hasta dodecaploides 12x=2n=84 (Marulanda et
al., 2007; Cancino et al., 2011).

La especie R. glaucus es originaria de las zonas
altas tropicales de América, principalmente
Colombia, Ecuador, Panama, Guatemala,
Honduras, México y El Salvador (Avilan et al.,
1992; Franco y Giraldo, 2000). Sus frutos se
consumen de forma fresca y procesada, como
en jugos, mermeladas, vinos, entre otros (Darrow,
1952; Bautista, 1977).

Las especies latinoamericanas del género Rubus
se encuentran agrupadas principalmente en tres
subgéneros: Rubus, Idaeobatusy Orobatus, este
ultimo, exclusivo de Suramérica (Ballington et
al., 1993; Marulanda et al., 2007). La mora de
castilla se considera un hibrido porque combina
caracteristicas de los subgéneros Idaeobatus y
Rubus, ademas es un anfidiploide fértil (Jennings,
1998; Marulanda et al., 2007).

En Venezuela, la mora constituye un frutal
promisorio y de gran importancia comercial.
Cultivado principalmente en los estados andinos
y en menor proporcién en zonas altas de los
estados Lara y Aragua.

Comunmente, en las zonas de produccion del pais
se consiguen otras especies de Rubus silvestres
creciendo junto a la mora cultivada, con serio
peligro de pérdida de diversidad. Sin embargo, se
conoce poco de la ubicacion de estas especies
silvestres, su cuantificacion y la diversidad
geneética existente intra e interespecificamente
(Roa, 2014).

La diversidad genética de una especie puede
medirse de diferentes formas, la mas comun es
mediante descriptores morfolégicos. No obstante,
las condiciones ambientales influyen en la
manifestacion de ciertos caracteres fenotipicos
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como el color de los tallos y flores, que pueden
interpretarse erroneamente como variabilidad
genética dentro de una especie, cuando lo que
ocurre realmente es una adaptacion diferencial
entre poblaciones (Marshall et al., 2001; Roa et
al., 2010).

Los marcadores moleculares son una herramienta
util para medir la diversidad genética. Estos
revelan polimorfismo a nivel de acido desoxirribo-
nucleico (ADN) y resultan un método mas directo
y confiable que los descriptores morfologicos,
principalmente porque no estan influenciados por
el ambiente, pueden ser evaluados en cualquier
etapa de desarrollo de la planta y se encuentran
en todo el ADN del individuo.

En especies cultivadas y silvestres de Rubus,
se ha estudiado la diversidad genética utilizando
marcadores moleculares, como polimorfismos en
la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y
microsatélites (Morillo et al., 2005; Marulanda et
al., 2006; Salvini et al., 2006). Los microsatélites o
secuencias simples repetidas (SSR) son regiones
de secuencias pequenas (2 a 10 pares de bases)
repetidas, arregladas en serie, distribuidas al azar
por todo el ADN; pueden o no estar asociadas
con genes; son loci altamente mutables; son
codominantes y multialélicos; y el polimorfismo
se puede visualizar mediante electroforesis en
geles de agarosa o de poliacrilamida (Spooner et
al., 2005; Posso y Ghneim, 2008; Asofeifa, 2006).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
molecularmente la variabilidad genética existente
entre genotipos de Rubus cultivados y silvestres
colectados en los estados Tachira, Mérida y
Aragua, utilizando marcadores moleculares
microsatélites.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal fue conformado por muestras
de genotipos de la especie cultivada R. glaucus (53
muestras); las especies silvestres R. adenotrichus
(6 muestras), R. niveus (una muestra) y R. idaeus
(5 muestras), para un total de 65 muestras.
Las especies R. glaucus y R. adenotrichus
corresponden al subgénero Rubus, mientras que
las especies R. niveus y R. idaeus pertenecen al
subgénero Idaeubatus.
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En el Cuadro 1 se observa la ubicacién de los
sitios de muestreo de los diferentes genotipos.
Las colectas del tejido foliar se realizaron en los
biomas de acuerdo a la clasificacién mencionada
por Ewel et al. (1976). En el estado Tachira
los muestreos se realizaron en los municipios
Jauregui, San Simén, Michelena, (zonas de
bosque seco montano bajo y bosque muy humedo
montano); Junin y Urdaneta (bosque himedo
montano bajo y bosque seco premontano) y
Uribante (bosque muy humedo premontano);
en el estado Mérida, en los municipios Santos
Marquina, Libertador (bosque muy humedo
montano) y Caracciolo Parra (bosque humedo
montano bajo y bosque muy humedo montano);
y en el estado Aragua, en el municipio Tovar,
ubicado en la Cordillera de la Costa, en la zona
denominada bosque nublado.

Las zonas de muestreo correspondieron a los
biomas denominados selvas nubladas y paramos
(Hernandez, 1998).

Extraccion y cuantificacion de ADN genémico

La extraccion del ADN se realizé usando el Kit
PROMEGA?®, siguiendo las instrucciones del
fabricante a partir de 0,1 g de tejido foliar y
macerado en un mortero con nitrogeno liquido.

La evaluacion de la calidad y concentracion
de los ADN se realizé en gel de agarosa al
0,8%, tenido con bromuro de etidio, mediante
la técnica de electroforesis horizontal, en una
camara marca Bio-Rad Power PAC 3000, a
100 voltios y 50 miliamperios, durante media
hora, utilizando tampén TBE 0,5X (54 g de Tris
base; 27,5 g de acido bérico y 20 ml de EDTA
0,5 M). Se utilizé el bacteriéfago Lambda a una
concentracion de 100 ng ul' como referencia. Se
us6 un Spectrophotometro Nano Drop 1000 para
determinar la concentracion de ADN (ng pl'") y la
pureza. Los ADN se diluyeron a una concentracion
de 10 ng pl'* con tampdn TE (10 mM Tris-Cl; 1 mM
EDTA) y se almacenaron a -20 °C.

Amplificaciéon del ADN

Para la amplificacion del ADN via reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron 16
pares de cebadores microsatélites (Cuadro 2)
sintetizados por Eurogentec® (Amsellen et al.,
2001; Lopes et al., 2006 y Marulanda et al., 2011).
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Cada reaccion de PCR consistiéo en 10 ng pl!
de ADN; 1,67 X de tampédn; 2,5 mM de MgCIz;
0,33 uM de cada iniciador; 0,40 mM de dNTPs;
0,33 mg ml" de albuamina bovina (BSA)y 0,06 U pl I
de Taq polimerasa, para un volumen final de 15 pl.
Se utilizé un termociclador MJ Research PTC-100
con 35 ciclos a una temperatura de alineamiento
adecuada para cada par de iniciadores por 1 min,
extensién a 72 °C durante 1 min y extensioén final
a 72 °C por 10 min.

Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron sometidos a
electroforesis durante 2,5 horas a 90 V y 50
miliamperios en geles de agarosa al 2%, tefidos
con bromuro de etidio. Se utilizé6 un marcador de
peso molecular de 25 pares de bases (pb) para
determinar los pb de los alelos para cada SSR.
Los geles fueron digitalizados con el equipo Gel-
Doc XR Imagen Sistem Bio-Rad y analizados
con el programa Quantity One® version 4.2. Se
realizaron electroféresis en geles de poliacrilamida
6% utilizando la metodologia de Posso y Ghneim
(2009), para aquellos loci que no presentaron
buena resolucién en geles de agarosa.

Analisis estadistico

A partir de los alelos obtenidos para cada locus
microsatélite, se construyd una matriz binaria
de presencia (1) y ausencia (0). Se determind
el contenido de informacion polimérfica (PIC,
siglas en inglés) de cada marcador de acuerdo
a la formula:

nPICi = 1- Z " Pij 2en la cual,
j=1

Pij es la frecuencia del j ésimo alelo, del i ésimo
iniciador, y n son los alelos (Bonstein et al.,
1980; Anderson et al., 1993; Shuster et al., 2009;
Laurentin, 2009; Marulanda et al., 2007, 2011).

Las relaciones genéticas entre los diferentes
genotipos fueron estimadas usando el método
WARD y el procedimiento de agrupacion empleado
para construir el dendrograma, fue el método de
agrupamiento de pares no ponderados (UPGMA,
siglas en inglés), utilizando la media aritmética
(Sneath y Sokal, 1973) y el programa PAST
(Hammer et al., 2001).
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Cuadro 1. Localizacién de sitios de muestreo de especies de Rubus en los estados Tachira, Mérida y

Aragua.

Muestra Localidad Latitud Longitud Altitud (m) Especie Estado
2 Mesa de Aura 07°57'06" 72°06'30" 1.900 R. idaeus Tachira
3 La Cuspide 08°02'49,50" 72°8'24,7" 1.992 R. idaeus Tachira
4 Pueblo Hondo 08°15'13,89" 77°54'42,63" 2.388 R. idaeus Tachira
5 La Laguna 07°51'3,2" 72°12'40,7" 1.247 R. niveus Tachira
6 El Picacho 10°24'24,12" 67°18'41,54" 2.198 R. adenotrichus Aragua
7 El Picacho 10°24'24,12" 67°18'41,54" 2.198 R. adenotrichus Aragua
8 Los Loros 08°0'52,7" 72° 8'26,5" 2.328 R. adenotrichus Tachira
9 El Picacho 10°24'24,12" 67°18'41,54" 2.198 R. adenotrichus Aragua
10 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. adenotrichus Tachira
11 Pregonero 08°01'22" 71°45'32" 1.500 R. adenotrichus Tachira
12 Angarabeca 07°59'53,4" 72°9'1,30" 2.454 R. glaucus Tachira
13 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
14 Angarabeca 07°59'39,24" 72°12'40,7" 2.447 R. glaucus Tachira
15 Angarabeca 07°59'39,24" 72°12'40,7" 2.447 R. glaucus Tachira
16 Angarabeca 07°59'39,24" 72°12'40,7" 2.447 R. glaucus Tachira
17 San Vicente 07°30'17,3" 72°20'32,4" 1.796 R. glaucus Tachira
18 La Cuspide 08°02'28,2" 72°8'36" 1.973 R. glaucus Tachira
19 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
20 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
21 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
22 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
23 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
24 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
25 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
26 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
27 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
28 Los Loros 08°0'52,7" 72°8'26,5" 2.328 R. glaucus Tachira
29 Ventorrillo 08°18'26,41" 77°53'33,38" 1.895 R. glaucus Tachira
30 San Simén 08°18'49,50" 77°53'20,17" 1.719 R. glaucus Tachira
31 San Simén 08°18'49,50" 77°53'20,17" 1.719 R. glaucus Tachira
32 Pueblo Hondo 08°15'13,89" 77°54'42,63" 2.388 R. glaucus Tachira
33 Pueblo Hondo 08°15'13,89" 77°54'42,63" 2.388 R. glaucus Tachira
34 Pueblo Hondo 08°15'13,89" 77°54'42,63" 2.388 R. glaucus Tachira

.... continua
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..I... continuacién Cuadro 1.

Muestra Localidad Latitud Longitud Altitud (m) Especie Estado
35 Pueblo Hondo 08°15'13,89" 77°54'42,63" 2.388 R. glaucus Tachira
36 Vega Grande 07°28'36" 72°20'59,1" 2.030 R. glaucus Tachira
37 Vega Grande 07°28'36" 72°20'59,1" 2.030 R. glaucus Téachira
38 Vega Grande 07°28'36" 72°20'59,1" 2.030 R. glaucus Tachira
39 Palmay Oso 07°33'"11" 72°25'563,4" 1.924 R. glaucus Téachira
40 Palma y Oso 07°33"11" 72°25'53,4" 1.924 R. glaucus Tachira
41 Palma y Oso 07°33'"11" 72°25'53,4" 1.924 R. glaucus Tachira
42 Villa Paez 07°29'28" 72°26'39,6" 2.217 R. glaucus Tachira
43 Villa Paez 07°29'28" 72°26'39,6" 2.217 R. glaucus Tachira
44 Angarabeca 07°59'39,4" 72°9'7,67" 2.447 R. glaucus Tachira
45 Angarabeca 07°59'39,4" 72°9'7,67" 2.447 R. glaucus Tachira
46 S. J. del Valle 08°40'50,3" 71°05'57,4" 2.215 R. glaucus Mérida
47 BellaVista 08°42'42,8" 71°04'43,6" 2.517 R. glaucus Mérida
48 BellaVista 08°42'42,8" 71°04'43,6" 2.517 R. glaucus Mérida
49 Las Cuadras 08°40'18,6" 71°06'24,3" 2.162 R. glaucus Mérida
50 Monterrey 08°39'59" 71°06'3,9" 2.116 R. glaucus Mérida
51 Betijoque 08°16'33,1" 71°55'52,5" 1.892 R. glaucus Tachira
52 Pregonero 08°01'22" 71°45'32" 1.500 R. glaucus Tachira
53 Pregonero 08°01'22" 71°45'32" 1.500 R. glaucus Téachira
54 Pregonero 08°01'22" 71°45'32" 1.600 R. glaucus Téachira
55 Bramon 07°39'26" 72°14'10" 1.050 R. glaucus Tachira
56 Bramon 07°39'26" 72°14"10" 1.050 R. glaucus Tachira
57 Las Cumbres 07°58'02" 72°22'30" 1.700 R. glaucus Tachira
58 Las Cumbres 07°58'02" 72°22'30" 1.700 R. glaucus Téchira
59 Las Cumbres 07°58'02" 72°22'30" 1.700 R. glaucus Tachira
60 Cruz Verde 10°24'21,67" 67°17'21,7" 1.789 R. glaucus Aragua
61 Las Cumbres 07°58'02" 72°22'30" 1.700 R. ideaus Tachira
62 Cruz Verde 10°24'21,67" 67°17'21,7" 1.789 R. glaucus Aragua
63 Pregonero 08°01'22" 71°45'32" 1.500 R. glaucus Téachira
64 Cruz Verde 10°24'21,67" 67°17'21,7" 1.789 R. glaucus Aragua
65 Cruz Verde 10°24'21,67" 67°17'21,7" 1.789 R. glaucus Aragua
66 Cruz Verde 10°24'21,67" 67°17'21,7" 1.789 R. idaeus Aragua
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Cuadro 2. Marcadores microsatélites utilizados y temperaturas de alineamiento.

Alineamiento

Iniciador Secuencia (°C)
MRACIRRIIGS Ll ) SO AAAAGTGAAATGGTTCA ®
CHEIAYS00S6Z /e TTATAGTOOTTAGS ®
CHEIAYS00S65 ol (o CTAGAGAGCTOTOACCE 2
CHESAYS00ST0" AT COAGTAAGAAGTTAATTAG &
CHEBAYSO0STT" L rGATTTGOATTGTTTATTACAGE 46
CHETAYSO0STS QTGO T CACATTOGOTAGGEE 52
CHEBAYSO0ST4" /O TTCATTCATGCTOTTOACGE 2
CHEQAYSOOSTS® [ T G GTGTOOTTOATTGAGT GGG 49
CHETOAYS00 5772 A TOATCAAGAGAGTCTOCC o
CHE1ZAYS00 562" QT L CATOACTCTGAGAACCG 2
CHETSAYSO00 586" L6 A CACCTTATOTGAAAAGTTGC 0
CHEMAYSO00 567" o A CTATGTACTGOTACTOCC. 49
CHEISAYS00 589" 0 CAACCACAAACAATTACACC 4
Rg AG° F:.AGCGCAAGGACTTCTACC 56

R:TTCAGCTCCGGTAGTAGC
RgAT2-1 R CTAACACGCGATAGAATAGG *
Rg D7 F:AACCATCGGTGTCGACCTC 58

R:GGCTCTTGACCGGTAACTTAG

Se calculé el coeficiente de correlacion cofenética
(CCC) como medida de la confiabilidad del analisis
de agrupamiento UPGMA (Rohlf y Sokal, 1981) y
se realiz6 el analisis de coordenadas principales
(Sneath y Sokal, 1973) con el programa InfoStat

Profesional version 1.1. (Di Rienzo et al., 2007). (Cuadro 1).
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Se realizé un analisis de procrustes generalizados
con los datos de caracterizacién morfoldgica
(Roa, 2014) y molecular de 9 muestras de R.
glaucus, 1 muestra de R. idaeus y 1 muestra de
R. adenotrichus, colectadas en el estado Tachira
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RESULTADOS Y DISCUSION

De 16 marcadores SSR evaluados, seis
resultaron polimoérficos y fueron seleccionados
para la caracterizacion molecular, por sus bandas
polimérficas, claras y definidas (Cuadro 3).

Se obtuvieron en total 18 bandas polimorficas,
con un promedio de 2,83 alelos por locus y
tamafios entre 100 y 225 pb, estos resultados son
consistentes con los de Lopes et al. (2006), paralos
iniciadores CHE8 AY500574 y CHE10AY500577
quienes alcanzaron tamanos de bandas dentro de
estos rangos, aunque el numero de alelos para
estos loci fue mayor.

En cuanto al iniciador mRaCIRRI1G3, otros autores
reportaron resultados similares, Marulanda et al.
(2006 y 2011) obtuvieron 3 alelos y tamarios de
banda cuyo rango oscilé entre 195 y 265 pb con
un PIC de 0,5473; mientras que Amsellem et al.
(2001) mencionan un promedio de 2,4 alelos
por locus entre 195 y 265 pb, lo cual confirma
la utilidad de este iniciador para estudios de
variabilidad genética en especies de Rubus.

El iniciador CHE8AY500574 fue el que presento
el mayor PIC, mientras que CHE5 AY500570
y RgA12-1 presentaron la mayor cantidad
de alelos por locus. Los microsatélites que
resultaron polimérficos, tienen potencial utilidad
para caracterizar germoplasma de Rubus, por lo

cual pueden ser seleccionados de acuerdo a la
informacién que proporcionaron.

En el analisis por el método WARD vy el de
agrupamiento, se observo la formacion de dos
grupos con una distancia de 160. En el primer
grupo se ubicaron solo genotipos de R. glaucus
de los estados Tachira, Mérida y Aragua, con la
excepcion del genotipo 66 (R. idaeus de Aragua)
y la mayor distancia fue de 25. El segundo grupo
se conformo por dos subgrupos, en el primero se
ubicaron los genotipos silvestres R. idaeus, R.
niveus (colectados en Tachira), R. adenotrichus
(colectados en Tachira y Aragua) y genotipos
cultivados de R. glaucus colectados en Tachira;
y el otro subgrupo se conformé con genotipos de
R. glaucus colectados en Tachira y el genotipo
47 de R. glaucus colectado en el estado Mérida.

No se observé agrupaciéon de genotipos de
acuerdo a su ubicacion geografica (Figura 1).

El valor del CCC fue 0,725, lo cual demuestra que
hubo poca distorsion entre el modelo propuesto
y los datos analizados.

La agrupacion de genotipos de diferentes
subgéneros en un mismo subgrupo se debid
a la similitud taxonémica que existe entre los
subgéneros, dependiendo del marcador que
participo en la delimitacion del subgrupo, tal como
sefala Cancino et al. (2012).

Cuadro 3. Nombre, numero de alelos, contenido de informacion polimorfica (PIC)
y tamano de los fragmentos obtenidos con los seis microsatélites.

Locus N° de alelos PIC Tamaio (pb)
RgA6 2 0,60 150-175
CHES8 AY500574 2 0,92 200-225
CHES5 AY500570 4 0,89 175-225
mRaCIRRI1G3 3 0,65 175-200
CHE10AY500577 3 0,90 100-125
RgA12-1 4 0,84 176-215
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Figura 1. Analisis de conglomerados para los genotipos de Rubus estudiados utilizando el

método WARD.
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En el analisis de coordenadas principales
empleando dos componentes, se observaron
resultados similares al analisis de conglomerados,
formandose dos grupos. Mediante este analisis
se explicé el 33,5% de la variabilidad genética
total (Figura 2).

En el analisis de procrustes generalizado, el
consenso entre la ordenacién de los datos
genéticos y la obtenida a partir de los datos
morfolégicos fue 78,6%, lo cual mostré la
concordancia entre la caracterizacion morfolégica
y la caracterizacion molecular.

Entre los factores que pudieran ser la causa para
explicar la similitud entre los genotipos de Rubus
estudiados se tiene: la utilizacion de iniciadores de
las especies R. alceifolius y R. hochstetterorum,
los cuales han empleado con éxito en la especie R.
idaeus (excepto RgA12-1 y RgA6 obtenidos de R.
glaucus); las regiones amplificadas corresponden
aregiones muy conservadas; se incluyeron pocas
muestras de los estados Mérida y Aragua; las
especies estudiadas son de polinizacién abierta,

aunque también se observé apomixis (Nybom,
1995; Marmolejo, 2010); posible hibridacion
interespecifica; las especies silvestres crecen
muy cerca de los lotes comerciales de R.
glaucus; muchos de los genotipos de R. glaucus
muestreados, comparten nichos ecoldgicos
similares; ademas, los productores propagan la
especie R. glaucus principalmente por estacas e
intercambian este material de siembra dentro de
los estados muestreados y entre ellos; también se
siembran plantas que hayan crecido de semillas
germinadas en los propios lotes del cultivo.

Los factores mencionados han sido reportados
por otros autores como causantes de la similitud
entre genotipos de especies silvestres y cultivados
de R. glaucus (Garrido et al., 2010; Marulanda et
al., 2007, 2011) y entre genotipos cultivados de
R. glaucus (Espinosa, 2011).

Marulanda et al. (2012) caracterizaron molecu-
larmente 44 genotipos de R. glaucus con y sin
espinas, cultivados y no cultivados, el valor
obtenido para la similitud fue casi 90% para los

.fai : : ' i
012 7e W H - {
ol ﬂs - . . L] L]
IIIIIIIII - - - - e am 8 43.- - - - -a -- - -
O e
- wo= . L . . |
005 o lars = . 24 .. : & |
7 - ® e, ® % : - “ :
000 ~4- -- _'._...5. - ..‘.91;4_2...3.1...53: = - = .52. .i
ot = 16: . . :
N 006 - - C - !
-] - 4
T - . : !
“iree e SR SRR
s 012 - : 3 : |
E - . L) . . ‘
5 . e i : :
Q - . . . |
(8] 0,18 = v . H - . :
9T W T B A O B
- . . L] L]
i 2% : : 57 !
.9_3.0_..........E.........................:...12. e g cssad
] : o : 5
e : 15 {
r -r i 'l. 1 L r ) 1 i

020 015 010 005 000 005 010 015 020 025

Coordenada 1

Figura 2. Analisis de coordenadas principales para los genotipos
de Rubus, basado en la distancia de DICE.
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genotipos cultivados y el analisis de agrupamiento
basado en las distancias genéticas, no dependié
de sus sitios de origen; los genotipos silvestres
se separaron de los cultivados y los genotipos sin
espinas se ubicaron en diferentes grupos.

CONCLUSIONES

El empleo de los marcadores moleculares
microsatélites para caracterizar la variabilidad
genética presente en genotipos de Rubus, es
una herramienta util que permitié determinar el
grado de similitud genética entre los genotipos
estudiados.

Los resultados de este trabajo permitiran
seleccionar los padres ubicados en alguno
de los dos grupos resultantes del analisis de
conglomerados para iniciar un programa de
mejoramiento genético, seleccionando las
especies mas divergentes. Asi como, lograr
transferir aquellas caracteristicas de importancia
a partir de las especies cultivadas relacionadas y
materiales silvestres, con la finalidad de producir
variedades adaptadas a nuevos patrones de
consumo, cultivo y cambio climatico.

Se recomienda utilizar mayor numero de
marcadores especificos de R. glaucus, con
el objetivo de estudiar mas detalladamente la
variabilidad genética presente en los cultivares
sembrados en cada zona de produccion.

Es necesario continuar con los trabajos de
localizacion y caracterizacion morfolégica y
molecular de germoplasma de Rubus, para
disenar estrategias de conservacion de especies
silvestres, tanto ex situ como in situ, a fin de
garantizar la preservacion y uso eficiente de
recursos genéticos disponibles en la obtencién
de nuevos cultivares.
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RESUMEN

El frijol [Vigna unguiculata (L.) Walp.] es considerado
un rubro estratégico en Venezuela. El objetivo de la
investigacion fue identificar la preferencia entre 16
cultivares de frijol, mediante evaluacion, seleccion
participativa y comportamiento agronémico. La
siembra se realizé en la localidad de Reubicacion,
Calabozo, estado Guarico, en el ciclo 2012-2013,
establecida en un disefio de bloques al azar con
tres repeticiones. El método participativo utilizado
fue la evaluacioén absoluta, considerando los criterios
de preferencia, ejecutado 60 dias después de la
siembra y determinandose el indice de preferencia.
Al momento de la cosecha se evaluo el rendimiento
por parcela y sus componentes. Los datos fueron
procesados mediante un analisis de varianza, prueba
de medias MDS y correlacion de Pearson. La longitud
de la vaina estuvo en un rango de 10,84 a 17,43 cm;
correspondiendo el mayor valor al cultivar "I-552". Los
mayores valores de peso de 100 semillas fueron de
25,87 y 20,60 g de los cultivares "I-595" y Guaijirero,
respectivamente. Los cultivares con mayor numero
de vainas por planta fueron "I-578" y Catatumbo
con valores de 8,00 y 7,67, respectivamente. El
analisis de correlacion de Pearson para rendimiento
y sus componentes, permitié determinar asociacién
positiva y altamente significativa entre longitud de
vaina y numero de semillas por vaina. El cultivar [-578
resulté con el mayor rendimiento (821 g parcela™) e
indice de preferencia (IP= 3,8). La participacion de
agricultores con los fitomejoradores conlleva a la
evaluacion y seleccién de cultivares, que facilitaria la
posterior adopcion de las nuevas variedades.

Palabras clave: rendimiento, fitomejoramiento
participativo.
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ABSTRACT

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is considered
a strategic crop in Venezuela. The aim of the research
was to identify the preference of farmers among 16
cultivars of cowpea using participatory evaluation and
selection, based on agronomic performance. Plots
were planted in Reubicacién, Calabozo, Guarico state
during 2012-2013 cycle, using an experimental lattice
design 4 x 4 with three replications. The participatory
approach used was the absolute evaluation,
considering the preference criteria, implemented 60
days after planting, when the preference index (IP)
was determined. At the time of harvest, yield per
plot and its components were evaluated. Data were
processed by analysis of variance, MDS test of means
and Pearson correlation. Length sheath was within
a range of 10.84 to 17.43 cm, the highest value
corresponding to cultivar "I- 552". Greater weight
values of 100 seed were 25.87 g and 20.60 g
of cultivars "I- 595" and Guaijirero respectively. The
cultivars with the highest number of pods per plant
were "I- 578" and Catatumbo with values 7.67 and
8.00 respectively. Pearson correlation analysis for
yield and its components, revealed positive and
highly significant association between pod length
and number of seeds per pod.The cultivar "I- 578"
had the highest yield (821 g plot"') and preference
index (IP= 3.8). The participation of farmers along
with breeders led to the evaluation and selection of
cultivars, which can be more easily adopted as new
varieties.

Key words: yield, participatory plant breeding.
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INTRODUCCION

El Ministerio del Poder Popular para la Ciencia,
Tecnologia e Innovacion, en el area soberania
y seguridad alimentaria, de la convocatoria de
proyectos de investigacion 2011-2012, contemplé
garantizar el acceso estable y oportuno a los
alimentos en la calidad y cantidad necesaria
para satisfacer los requerimientos de toda la
poblacion. Al respecto, el mejoramiento genético
de plantas, juega un papel relevante en el proceso
de obtencion de nuevos cultivares de acuerdo a
las necesidades de los agricultores y donde el frijol
[Vigna unguiculata (L.) Walp] es considerado un
rubro estratégico.

El frijol es una leguminosa de importancia nutritiva,
por su contenido de proteina (23%), carbohidratos
(56%), grasa (25%), fibra, minerales y vitaminas,
siendo beneficioso como suplemento de estos
requerimientos en la poblacion de escasos recursos.
Es un cultivo de interés socioecondémico, no solo
por el uso directo de sus semillas (verdes o secas)
y frutos verdes o legumbres en la alimentacion
humana, sino también por su aprovechamiento
como mejorador de los suelos, al ser utilizado
como abono verde, cobertura, asociacion, y para
la rotacidn de cultivos, por su aporte de nitrégeno
mediante simbiosis con bacterias del suelo (Pérez
et al., 2013; Valladares, 1998).

Segun estadisticas oficiales, en Venezuela la
superficie de siembra y la producciéon anual de
este cultivo fue superior a la caraota (Phaseolus
vulgaris L.) durante los anos 2002 al 2005 y
2010, a pesar de que esta ultima es de mayor
tradicion y consumo en todo el territorio nacional.
Posiblemente, el incremento de la superficie culti-
vada de frijol frente a la caraota se relaciona con
sus caracteristicas de adaptacién y rusticidad,
menores exigencias climaticas y menor incidencia
de plagas (Pérez et al., 2013).

En este sentido, Delgado et al. (2010) indican que
el cultivo de frijol tiene un valor estratégico porque
puede soportar condiciones adversas de elevadas
temperaturas del aire y bajas precipitaciones, que
acompanan los cambios climaticos globales y que
podrian afectar la agricultura en el pais.

Las variedades mas populares en el pais liberadas
por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), incluyen "Tuy", "Apure" y
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"Unare". Existen otras de uso comun como Ojo
Negro, Frijol Chino y Cuarentén, que contribuyen
a mantener el consumo de este grano (Salas,
2009). Sin embargo, la mas cultivada es la
denominada Tuy, elegible para la produccién de
semilla certificada desde hace mas de 30 afios.
Esto indica la necesidad de generar nuevos
cultivares de frijol que se adapten a zonas
especificas que satisfagan los gustos de consumo
de las poblaciones locales, de tal manera que
sean de beneficio para los agricultores.

Para tal fin, es trascendental que en los programas
de mejoramiento genético se considere la
metodologia de mejoramiento participativo de
cultivos, donde se involucren a los agricultores
y a otros participantes de la cadena productiva,
en la evaluacion y seleccion de variedades o
lineas mejoradas, con el apoyo de técnicos e
investigadores (Garver et al., 2008). Esto se trata
de una colaboracién dinamica y permanente,
que aprovecha las ventajas comparativas de
las instituciones de investigacion agricola, de
los agricultores y otros posibles socios para
desarrollar nuevas variedades, segun lo descrito
por Cecarelli (2012).

Por otra parte, Salazar y Rosabal (2007) consi-
deran el fitomejoramiento participativo como
una perspectiva para el desarrollo rural, donde
la experiencia de innovacion social es con
intervencion de los agricultores.

El éxito de la evaluacion con agricultores,
depende, en parte, de una buena planificacion,
donde los investigadores necesitan definir por
qué se proponen realizarla y qué tecnologia o
alternativas tecnoldgicas se deben incluir para
lograr los objetivos que se planteen (Quirds
et al., 1992). En este sentido, Guerrero et al.
(1996) sugieren la metodologia de evaluacion
absoluta, que consiste en evaluar cada alternativa
tecnoldgica independientemente de las demas
tecnologias del conjunto.

Morros y Pire (2003) sefialan que incorporar a
los agricultores en la evaluacion de genotipos
promisorios de vainita (P. vulgaris L.), permitié
ponerlos en contacto con las nuevas lineas
promisorias y evaluarlas bajo sus condiciones y
manejo. Esto deduce que los cultivares seleccio-
nados por ellos, tengan mayor probabilidad de
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aceptacion y difusion en la zona. Salas (2006)
sefala que el agricultor evalia cada elemento
y da una opinion favorable o desfavorable, que
permite definir los criterios de seleccién o descarte
al momento de evaluar el germoplasma.

El objetivo de la presente investigacion fue
identificar la preferencia de los agricultores entre
16 cultivares de frijol, mediante evaluacion,
seleccion participativa y la determinacién de su
comportamiento agronémico.

METODOLOGIA

El trabajo se realizé entre los meses de diciembre
2012y febrero 2013, enlalocalidad de Reubicacion,
Calabozo, estado Guarico, con coordenadas de
latitud norte 9°03'00" y longitud oeste 67°26'23" y
altitud de 120 m.s.n.m. La zona se caracteriza por
una temperatura y precipitacion promedio anual
de 27,5 °C y 1.476 mm, respectivamente.

Previo al establecimiento del ensayo de frijol
se colectaron 10 submuestras de suelo a una
profundidad de 0 a 20 cm, que se mezclaron para
formar la muestra compuesta para su analisis con

fines de fertilidad y contenido de microelementos.
Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Suelos del INIA-Guarico, resultando en un
suelo de textura franco-limosa; pH 6,7; materia
organica de 2,77% (media) y porcentaje de
elementos nutritivos de medio a muy alto. Las
condiciones climaticas durante los meses del
ensayo en campo, se presentan en el Cuadro 1.

Se evaluaron 16 cultivares seleccionados por el
color de la semilla tipo bayo (Cuadro 2), constituido
por 11 genotipos del banco de germoplasma del
INIA, en el Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP). De igual manera, dos
variedades del programa de mejoramiento de la
Universidad del Zulia con elegibilidad otorgada
por el Servicio Nacional de Semillas (SENASEM)
y dos cultivares locales del Zulia y la variedad
comercial Tuy como testigo. Estos fueron
establecidos en campo en un disefio estadistico
de bloques al azar con tres repeticiones, en
arreglo de Lattice 4 x 4 (Cochran y Cox, 2001).

Las unidades experimentales estuvieron confor-
madas por cuatro hileras de 4 m de largo, con una
separacion entre hilo de 0,6 y 0,1 m entre plantas,
colocandose dos semillas por punto.

Cuadro 1. Condiciones climaticas durante el ensayo de frijol [Vigna unguiculata (L.) Walp]
en Reubicacioén, Calabozo, estado Guarico. Diciembre 2012-febrero 2013.
Condiciones/mes Diciembre Enero Febrero
Precipitacion promedio (mm) 8,1 0,0 0,0
Insolacion (horas luz) 7,3 9,1 8,8
Evaporacion promedio (mm) 5,9 7,7 9,0
Humedad relativa (%) 72,1 65,7 64,2
Temperatura promedio maxima (°C) 34,2 35,2 35,7
Temperatura promedio minima (°C) 26,4 26,1 25,1
Temperatura media (°C) 30,3 30,6 30,4

Fuente: INIA, Estacion Agrometeoroldgica "Los Bancos de San Pedro”, INIA-Guarico.
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Cuadro 2. Cultivares de frijol y su procedencia, evaluados en Calabozo, estado Guarico.

Cultivares Procedencia

I-578 Falcén

I-5657 Apure

1-616 Portuguesa

1-484 Guarico

I-577 Falcén

1-595 Locales Sucre Banco germoplasma INIA-CENIAP.
1-533 Yaracuy

1-556 Apure

I-576 Falcon

1-632 Aragua

1-552 Apure

Catatumbo Variedad Zulia

Criollo Mara Variedad Zulia Universidad del Zulia (LUZ).

Bayo Local Zulia

Guajiro Local Zulia

Tuy Variedad Aragua Variedad comercial INIA-CENIAP (testigo).

Al momento de la siembra se aplicé 20 kg ha'
de N, 40 kg ha' de P,O, y 40 kg ha' de K,O.
El riego empleado fue por gravedad mediante
surcos, con una frecuencia de cada 7 dias durante
el desarrollo del cultivo. El manejo agronémico se
realiz6 con énfasis en la aplicacién de bioinsumos,
principalmente biofertilizantes, tales como 2 litros
ha' de cepa fijadora de nitrégeno simbidtico
(Bradyrhizobium) mas 2 litros ha' de cepa
solubilizadora de fésforo, realizando la aplicacion
a los 15 dias después de la siembra (DDS) del
cultivo. Se efectué un manejo integrado de plagas
(cultural-etolégico y biolégico).

Para la evaluacion participativa, siguiendo el
método de evaluacion absoluta (Guerrero et al.,
1996), alos 60 DDS, en la fase de maduracion del
cultivo, se hizo un recorrido inicial en campo, de
manera que los agricultores conocieran y notaran
el comportamiento integral de los cultivares consi-
derados. Luego, fue empleado un instrumento
donde los participantes por observacion directa
de las parcelas experimentales, podian clasificar
los 16 cultivares de frijol, con las categorias de
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bueno, regular o malo e indicar los criterios de
seleccion, manifestando su agrado o desagrado
sobre cada tratamiento.

Con la informacion obtenida de la evaluacién
participativa, se calculd la frecuencia de cada
categoria para cada genotipo y se estimo
una media ponderada, denominada indice de
preferencia (IP), valorado en: bueno 5, regular 3
y malo 1 (Angola y Hernandez, 2010; Guerrero
et al., 1996).

Una vez cumplido el ciclo del cultivo, se determind
el rendimiento de cada parcela, cosechando los
dos hilos centrales, descartando las plantas de
los extremos para eliminar el efecto de bordura,
registrandose en gramos y ajustados a un
12% de humedad de las semillas; ademas de
los componentes de rendimiento: longitud de
vaina (LV), nimero de semillas por vaina (NSV),
numero de vainas por planta (NVP) y el peso de
100 semillas (P100S), de acuerdo a Muinoz et al.
(1993), en 10 plantas seleccionadas al azar en
las dos hileras centrales de cada parcela.



Torrealba et al. Evaluacion y seleccion de cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp...

Se efectud un analisis de varianza para rendimiento
y sus componentes e indice de preferencia.
Las posibles diferencias entre cultivares se
detectaron utilizando la prueba de MDS a un
nivel de probabilidad de 5%. Se realizé analisis
de correlacion de Pearson al rendimiento y sus
componentes. Los datos fueron procesados con
el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2012).

RESULTADOS Y HALLAZGOS

Los analisis de varianza para rendimiento,
detectaron diferencias altamente significativas
entre los cultivares evaluados, las cuales se
pueden observar en el Cuadro 3, por lo que se
procedié a realizar la prueba de media de MDS,
cuyos resultados se muestran en el Cuadro 4.

Para la variable LV, los mejores cultivares
resultaron: 1-552 (17,43 cm), 1-556 (16,43 cm) e
I-553 (16,16 cm). Los cultivares con mayor NSV
fueron Tuy (14,43), seguido de 1-484 (11,42);
mientras que para NVP fueron I-578 y Catatumbo
con valores de 8,00 y 7,67, respectivamente,
resultando estadisticamente iguales. Por su
parte, 1-595 y Guajirero obtuvieron el mayor
P100S, con valores iguales a 25,87 y 20,60 g,
respectivamente.

En el Cuadro 5 se observa que los cultivares con
mayores rendimientos por parcela fueron 1-578,
1-557, 1-616 e 1-484, con valores que oscilaron

desde 820,60 g (1.709,58 kg ha'') hasta 695,10 g
(1.448,12 kg ha'). La mayoria de los cultivares
de frijol presentaron rendimientos superiores a
la variedad comercial Tuy con 383,20 g parcela™’
(798,33 kg ha") y el promedio anual en el estado
Guarico para el afo 2013, de 829,43 kg ha
(UEMPPAT, 2014).

Es importante destacar que estos rendimientos
fueron logrados con un manejo agroecolégico,
minimizando la aplicacién de fertilizantes
inorganicos; lo que indica que los cultivares
locales que resultaron superiores pueden
considerarse en los programas de mejoramiento
genético del cultivo.

El cultivar 1-578 resulté el mas preferido por los
agricultores con IP de 3,88; seguido de los cultivares
I-616 (IP=3,63), I-595 (IP=3,58), I-576 (IP=3,42), I-557
(IP=3,33)y el I-484 (IP=3,29). Los resultados reflejan
que los agricultores seleccionaron los genotipos
de frijol con mayor potencial de rendimiento.

Esta participacién de agricultores con los fitome-
joradores que conllevo a la evaluacién y seleccion
de dichos cultivares, destaco la coincidencia entre
los materiales mas rendidores y los seleccionados
por los agricultores (Cuadro 5).

Entre los criterios de seleccion que resaltaron en
la preferencia por los agricultores fueron: el porte
erecto de la planta, maduracién precoz y uniforme,
tamarfio y NVP, concordando con los reportados por
De Gouveia et al. (2005, 2007) e Higuera (2005).

Cuadro 3. Cuadrados medios de los analisis de varianza para rendimiento y sus componentes e indice
de preferencia de cultivares de frijol evaluados en Reubicacion, Calabozo 2012-2013.

Fuente de Grados de LV Rendimiento

variacion libertad (cm) NSV NVP P100S (g) (g parcela) P
Cultivares 15 12,55** 15,17** 8,98** 32,02 75.589,28** 1,10*
Repeticion 2 4,37* 2,29 N.S. 1,75 N.S. 4,00* 17.168,58 N.S. 0,27 N.S.
Error 30 1,11 0,72 0,86 0,89 14.438,82 0,28
Total 47

CV (%) 7,87 9,50 23,20 5,59 22,04 17,62

LV= Longitud de la vaina; NSV= Numero de semillas por vaina; NVP= Numero de vainas por planta; P100S= Peso de 100
semillas; Rend= Rendimiento; IP= indice de Preferencia; N.S.= no significativo, **= altamente significativo, *=significativo;
CV= Coeficiente de variacion.
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Cuadro 4. Prueba de medias para componentes de rendimiento de 16 cultivares de frijol, evaluados
en la localidad Reubicacion, Calabozo, estado Guarico en el ciclo 2012-2013.

Cultivares LV (cm) NSV NVP P100S (g)
Bayo 11,90de 7,42gh 3,67cde 14,93efg
I-552 17,43a 10,90bc 2,67de 18,83c
Guajirero 13,31cd 8,18efg 2,67de 20,60b
TUY 11,00e 14,43a 3,33cde 15,70de
I-576 11,16e 6,62hi 3,00de 15,33def
Catatumbo 10,84e 5,55i 7,67a 20,43bc
I-577 12,03de 7,91fgh 4,67bc 15,27efg
1-616 13,24cd 7,12gh 5,67b 15,30def
I-578 13,27cd 10,11bcd 8,00a 15,30def
I-556 16,43a 10,92bc 2,33e 18,73c
I-595 14,31bc 8,63defg 2,33e 25,87a
Blanco Mara 10,96e 6,62hi 3,67cde 13,579
1-632 14,52bc 9,33def 3,33cde 13,63fg
I-553 16,16ab 9,43cde 4,00cd 14,87efg
I-5657 13,44cd 8,34efg 3,00de 16,80d
1-484 13,80cd 11,42b 4,00cd 14,67efg

Prueba de MDS (P<0,05). Letras diferentes en las columnas indican promedios estadisticos diferentes.
LV= Longitud de la vaina, NSV= Numero de semillas por vaina, NVP= Numero de vainas por planta y P100S= Peso

de 100 semillas.

estado Guarico, 2013.

Cuadro 5. Rendimiento por parcela e indice de preferencia de 16
cultivares de frijol evaluados en Reubicacion, Calabozo,

Rendimiento

Cultivares (g parcela”) indice de preferencia
I-578 820,60a 3,88a
[-557 800,10ab 3,33abc
I-616 740,77abc 3,63ab
1-484 695,10abcd 3,29abc
I-577 612,80bcde 3,33abc
[-595 609,20bcde 3,58ab
[-533 565,17cdef 3,08abcd
[-556 559,10cdef 2,79bcd
[-576 525,17def 3,42abc
../... continua
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..l... continuacién Cuadro 5.

Rendimiento

Cultivares (g parcela”) indice de preferencia
Catatumbo 454 ,27efg 2,33d

1-632 446,70efg 2,75bcd
Guajirero 415,40efg 2,96bcd

I-552 413,77efg 3,08abcd

Bayo 386,10fg 2,75bcd

Tuy 383,20fg 2,67cd

Blanco Mara 294,009 1,33e

CV (%) 22,04 17,62

Prueba de MDS (P<0,05). Letras diferentes en las columnas indican promedios
estadisticos diferentes. CV= Coeficiente de variacion.

El analisis de correlacion de Pearson para rendi-
miento y sus componentes, permitié determinar
asociacion positiva y altamente significativa entre
LV y NSV, con un valor de 0,39** (Cuadro 6). En
este sentido el cultivar 1-552 presenté la mayor LV
con 17,43 cmy un promedio de 10,90 NSV; siendo
estos dos criterios de seleccion considerados
por los agricultores, tal como se menciond
anteriormente.

Este enfoque de investigacion participativa,
donde los agricultores evalluan y seleccionan
los cultivares de su interés, facilita la interaccion
estrecha entre agricultores, investigadores y
otros actores en el proceso de mejoramiento
genético de los cultivos; garantizando la posterior
adopcién de las nuevas variedades por parte de
los agricultores, lo que coincide con lo planteado
por Morros y Pire (2003) y Salas (2006).

Cuadro 6. Coeficientes de correlaciéon de Pearson para rendimiento y sus componentes
de 16 cultivares de frijol evaluado en Reubicacién, Calabozo, en el ciclo
norte-verano 2012-2013.

Variables LV NVP NSV P100S Rendlmlenjo
(cm) (9) (9 parcela”)
LV (cm) -0,27 N.S. 0,39** 0,19 N.S. 0,20 N.S.
NVP -0,25 N.S. -0,14 N.S. 0,26 N.S.
NSV -0,06 N.S. 0,05 N.S.
P100S (g) 0,01 N.S.

LV= Longitud de la vaina; NSV= Numero de semillas por vaina; NVP= Numero de vainas por planta;
P100S= Peso de 100 semillas. N.S.: no significativo.
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CONCLUSIONES

El cultivar I-578 presentd el mayor rendimiento y
fue el preferido por los agricultores de acuerdo al IP.

La participacion de agricultores con los fitomejo-
radores conlleva a la evaluacion y seleccion de
cultivares, que facilita la posterior adopcion de las
nuevas variedades de frijol.
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RESUMEN

El girasol (Helianthus annuus L.) representa una
alternativa para la obtencion de aceite en Venezuela,
lo cual es de gran relevancia ante el marcado déficit
en la produccion nacional. Como en todo proceso
agricola, la semilla es determinante; sin embargo,
en el pais, el rubro girasol esta sustentado en
semilla importada. Esto, hace necesario el inicio
de un programa nacional de semilla de girasol,
el cual requiere de acciones previas dirigidas
al mejoramiento genético. El presente trabajo
tuvo como objetivo caracterizar morfolégica y
molecularmente tres poblaciones segregantes de
girasol provenientes de tres hibridos comerciales,
con el fin de determinar su utilidad como poblaciones
basicas genéticamente variables para el inicio de
ciclos de seleccion. Se estudiaron 18 variables
morfolégicas en 120 plantas de cada poblacion
segregante, y se utilizaron 5 oligonucleotidos RAPD
usando el ADN de 24 plantas en cada poblacion.
Mediante la distribucion de frecuencias, pruebas
de medias y analisis de componentes principales,
se determind la amplia variabilidad morfoldgica
existente dentro de cada poblacion segregante,
siendo altura de planta, numero de flores radiales
en el capitulo y longitud de bracteas del capitulo, los
atributos morfologicos mas variables. El analisis de
coordenadas principales basado en 22 bandas RAPD
obtenidas corrobord, la amplia variacion dentro de
las poblaciones. La variabilidad genética identificada
dentro de cada poblacién segregante, las hace
candidatas validas para el inicio de programas de
mejoramiento genético, orientados hacia la obtencion
de cultivares nacionales adaptados a las condiciones
de produccion venezolana.

Palabras clave: Helianthus annuus L., mejoramiento
genético, hibrido, RAPD, polinizacion abierta.

Recibido: 04/04/14  Aprobado: 25/02/16

Publicado: 16/11/16

ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus L.) cultivation in
Venezuela is a suitable alternative to national oil
production, which would contribute to overcome
a long-time deficit in the country. Seed suply is a
critical step in Venezuelan sunflower production,
as it is imported; therefore, it is necessary to begin
a national seed production program including
sunflower breeding programs. The objective of
this research was to characterize morphological
and molecularly three segregating populations
coming from three commercial hybrids, in order
to determine its suitability as basic population in
future selection schemes. Eighteen morphological
variables were recorded on 120 plants coming
from three segregating populations, and five RAPD
primers were applied using DNA from 24 plants
per population. Frequency distribution, mean tests,
and principal components analysis revealed a wide
morphological variability within each population. Plant
height, number of ray flowers, and bract length were
the most variable morphological attributes. Principal
coordinates analysis based on 22 RAPD fragments
also displayed a wide variability within populations.
Genetic variability identified by morphological
and molecular characterization made segregating
populations, coming from commercial hybrids,
good candidates to be used as basic population for
breeding programs aiming to obtain national cultivars
adapted to venezuelan production conditions.

Key words: Helianthus annuus L., plant breeding,
hybrid, RAPD, open pollinated
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INTRODUCCION

El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie
cultivada perteneciente a la familia Asteraceae.
Es una planta oleaginosa de importancia
mundial para la alimentacién animal y humana,
especialmente por el alto contenido de aceite
(40%) que poseen sus aquenios, el cual es
considerado uno de los de mayor calidad para el
consumo humano y por su composicion de acidos
grasos de origen vegetal.

La produccion de girasol en Venezuela ha tenido
muchos altibajos, no obstante, en los ultimos afios
presentd una tendencia al incremento sostenido
en la superficie de siembra, variando desde
30.000 ha en el afno 2008, hasta 76.000 ha en el
ano 2012 (FEDEAGRO, 2014). El alto contenido
de aceite que presenta su aquenio, la comprobada
adaptacion en los llanos del estado Portuguesa
y el dominio, que posee el productor, sobre el
manejo de este cultivo, hacen del girasol una
importante alternativa para contribuir a solventar
la grave situacion de produccion de aceite
nacional, la cual no llega a cubrir ni siquiera el
40% de las necesidades del pais (MPPAT, 2012),
segun los datos de consumo del Instituto Nacional
de Estadistica (INE, 2013).

La region de los llanos occidentales de Venezuela,
adecuada para la produccién del girasol, cuenta
con una extension de 3.049.716 ha aptas para su
cultivo; se divide en dos sectores: el primero, de alta
adaptabilidad con una extensiéon de 1.945.145 ha,
y otro sector, de moderada adaptabilidad, con una
extension de 1.103.561 ha (Avila, 2009).

La produccién de este rubro en el mundo, esta
basada en la siembra de cultivares hibridos.
En el pais no existe produccién de hibridos
nacionales, ni de ningun otro tipo de cultivar,
sino, que se cultivan hibridos importados
predominantemente de Argentina, materiales
que deben ser sometidos a los ensayos de
validacién agronémica de cultivares (EVAC),
dirigidos principalmente al cultivar que pretenda
servir de proveedor de semilla para los procesos
productivos venezolanos.

Por tal motivo, es imperativo realizar las pruebas
regionales de rigor (Soto, 2005) con el fin de
determinar los materiales con mayor potencial de
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rendimiento para las condiciones de produccién
venezolana; lo que permitiria una solucién
coyuntural y a corto plazo, en cuanto a la falta
de suplencia de semilla nacional de girasol.
La estrategia a seguir como solucion a largo
plazo a este problema estructural, requiere
necesariamente del inicio de programas de
mejoramiento genético orientados hacia la
obtencion de cultivares nacionales.

Acquaah (2012) sefiala que el primer paso en
un programa de mejoramiento genético es la
generacion de variabilidad. Como punto de partida,
lo idéneo es usar poblaciones segregantes, en
las que se expresa toda la variabilidad genética
contenida en un cruzamiento particular. Por
definicion, el material cosechado de un hibrido es
una poblacion segregante, es decir, la cosecha
de aquenios de un hibrido comercial de girasol,
puede utilizarse como fuente de germoplasma
con una alta variabilidad genética, constituyendo
la poblacion basica a partir de la cual iniciar ciclos
de seleccién en un programa de mejoramiento
genético de este cultivo. Sin embargo, es necesario
realizar la caracterizacion de tal variabilidad para
incrementar la eficiencia del mismo.

De acuerdo al articulo 5, aparte 3, de la legislacion
propuesta por la Unién Internacional para la
Proteccion de Obtenciones Vegetales (UPOV,
1978), el uso del germoplasma derivado de
un cultivar como fuente de variacion para la
obtencion de otros cultivares, no requiere la
autorizacion del obtentor.

La caracterizacion busca determinar la identidad
de los individuos de la manera mas confiable
posible, para posteriormente (entre otros objetivos)
hacer analisis de variabilidad genética (Laurentin,
2011). La caracterizaciéon puede basarse tanto
en rasgos morfolégicos, como en marcadores
moleculares. La morfolégica se basa en caracteres
de alta heredabilidad, es decir, caracteristicas cuya
expresion es poco influenciada por el ambiente
(Hintum, 1995).

Los caracteres a evaluar son recopilados en
los llamados descriptores (Abadie y Berretta,
2010). Aunque, para superar completamente
la desventaja que para la caracterizacion
morfoldgica representa la influencia ambiental, se
utiliza la caracterizacion molecular, especialmente
la de ADN, que es la identificacion de una serie
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de segmentos de ADN de distinta longitud que
representan la identidad de un individuo. Ambas
caracterizaciones no son excluyentes, puesto
que muestran facetas diferentes de la diversidad
(Abadie y Berretta, 2010).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
morfoldgica y molecularmente las poblaciones
segregantes provenientes de tres hibridos
comerciales de girasol, para determinar su
potencial como fuente de germoplasma para el
inicio de programas de mejoramiento genético
orientados hacia la obtencidén de cultivares
adaptados a las condiciones de produccion de
girasol en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se escogieron al azar tres de los nueve hibridos
que estuvieron disponibles comercialmente en el
afo 2011. Aquenios de los hibridos comerciales
de girasol: Contiflor 17, Aguara 6 y Ramson 3,
que fueron cosechados directamente de siembras
comerciales para obtener semilla de tres poblaciones
segregantes.

Caracterizacion morfolégica

El estudio se realizé en la Estacién Experi-
mental Miguel Luna Lugo, en la localidad de
Tarabana, municipio Palavecino del estado
Lara, Decanato de Agronomia de la Universidad
Centrooccidental Lisandro Alvarado (UCLA),
latitud norte 10°01'25" y longitud oeste 69°16'44",
con altitud de 510 m.s.n.m., entre los meses mayo
y agosto del afo 2012. Segun el esquema de
clasificacién climatica de Holdridge, el clima del
lugar corresponde a un bosque seco tropical con
una provincia de humedad subhumeda.

Se establecidé un ensayo de campo bajo un
disefio de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones y tres tratamientos representados por
las tres poblaciones segregantes. Cada unidad
experimental estuvo constituida por tres hileras de
25 m de longitud y una separacién entre ellas de
1,20 m. Adicionalmente se sembrdé una hilera de
cada uno de los hibridos con fines de comparacion
entre poblaciones segregantes e hibridos de los
cuales provenian.
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La siembra se realiz6 manualmente espaciando
las semillas a 25 cm. Dentro de cada unidad
experimental se tomaron aleatoriamente 10 plantas
por cada una de las hileras que la constituyen
(30 plantas por unidad experimental) para un total
de 120 plantas por cada tratamiento. En cada
una de ellas se evaluaron las 18 variables que
se indican en el Cuadro 1, de la forma como es
indicado en el descriptor de girasol del IBPGR
(1985).

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se hizo sobre 24
individuos de cada poblacién segregante, cuyas
hojas se tomaron 30 dias luego de la germinacién
de plantas escogidas al azar utilizadas en la
caracterizacion morfolégica. Adicionalmente,
como una forma de estimar la variabilidad relativa
de las poblaciones segregantes con respecto
a los hibridos, se agregaron dos individuos
de cada uno de dichos cultivares, es decir, la
caracterizacién molecular se hizo sobre 78
individuos. La extracciéon de ADN se realiz6
siguiendo el protocolo de Dellaporta et al. (1983),
y su purificacion se logré con acetato de amonio.

Para verificar la pureza del ADN y hacer una
estimacién cualitativa de su concentracién, se
realizé una separacion electroforética en geles de
0,8% (p/v) de agarosa ultra pura disuelta en buffer
TBE (Trisborato, EDTA0Q,5 M, pH 8). La electroforesis
se dio a 60 V constantes por 80 min, se tiAd con
bromuro de etidio y se observé el resultado a
través de iluminacion bajo luz ultravioleta.

Con el ADN obtenido, se procedié a generar
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando oligonucledtidos de anclaje al azar
con una longitud de diez bases, para lograr los
RAPD (random amplified polymporhic DNA, o
ADN polimorfico amplificado al azar).

Las reacciones de amplificacion se hicieron para
cada una de las 78 plantas en tubos de PCR, con
un volumen final de 18 ul, conteniendo 4 ul de buffer
5X de PCR (Promega, Madison, EE. UU.); 2 pl de
MgCl, 25 mM; 2 ul de dNTP 2 mM; 1 ul de uno de
los oligonucledtidos, 0,3 pl de Taq polimerasa de
5 U plI"; 8,7 ul de agua destilada libre de nucleasa;
2 ul de la suspension de ADN.
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Cuadro 1. Variables tomadas del descriptor del IBPGR (1985) para caracterizar tres poblaciones
segregantes de girasol.

Variables

Categorias

Observaciones

Caracteres vegetativos

1) Forma de la hoja
2) Forma de la seccion

transversal de la hoja

3) Forma de la base de la
hoja

4) Angulo de las nervaduras
laterales de las hojas

5) Peciolo

6) Altura de la planta

7) Ramificacion

8) Tipo de ramificacion

9) Angulo del capitulo

10) Forma del capitulo

11) Longitud de la bractea
en el capitulo

1) Oblonga. 2) Lanceolada.
3) Triangular. 4) Acorazonada.
5) Redondeada

3) Céncava. 5) Convexa. 7) Plana

1) Aguda. 3) Deltoide. 5) Acorazonada.
7) Auriculadas.

3) Agudo. 5) Recto. 7) Obtuso

0. Ausente. 1) Extremadamente corto.
3) Corto. 5) Medio. 7) Largo.
9) Extremadamente largo

1) Enano (menos de 40 cm).

2) Extremadamente pequeia (40-80 cm).
3) Pequefia (80-120 cm). 4) Pequefia a
mediana (120-160 cm). 5) Media (160-200 cm).
6) Mediana a alta (200-240 cm). 7) Alta
(240-280 cm). 8) Alta a extremadamente
alta (280-320 cm).

9) Extremadamente alta (mas de 320 cm)

0) Ausente. 1) Presente

0) Ramificacion basal. 1) Ramificacion en la
punta. 2) Totalmente ramificada con capitulo
central. 3) Totalmente ramificada sin capitulo
central.

1) 0°; 2) 45°: 3) 90°: 4) 135°; 5) 180°;
6) 225°.

1) Céncavo. 2) Plano. 3) Convexo.
4) Deforme.

Medida en cm.

Tomada en la séptima hoja
de abajo hacia arriba

Tomada en la séptima hoja
de abajo hacia arriba

Tomada en la séptima hoja
de abajo hacia arriba

Tomado en la séptima hoja
de abajo hacia arriba

Tomado en la séptima hoja
de abajo hacia arriba

Medida en floracién plena

Se determiné observando
la planta en toda su
extension

Se determind en plantas
con ramificacién presente

Se determiné al momento
de la madurez, respecto
a una linea horizontal
imaginaria

Se determiné al momento
de la madurez

Se midié la longitud de 5
bracteas por cada capitulo
(planta) seleccionado; se
reporté el promedio
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..I... continuacién Cuadro 1.

Variables

Categorias

Observaciones

Caracteres de inflorescencia, fruto y semilla

12) Pubescencia en las

bracteas del capitulo 7) Densa

13) Arreglo de las bracteas

14) Numero de flores radiales

15) Color de las flores radiales

16) Forma de la semilla

17) Moteado de la semilla

18) Posicion de las bandas en
la semilla

1) Ausente. 3) Escasa. 5) Intermedia.

1) Convergente. 2) Puentes paralelos.
3) Rendondeado. 4) Ondulado.

Numero de flores

1) Marfil. 2) Amarillo palido. 3) Naranja.
4) Purpura. 5) Rojo. 6) Multicolor

1) Alargada. 2) Ovoide alargada.
3) Ovoide ancha. 4) Redondeada

0) Ausente. 1) Presente

1) Marginal. 2) Lateral.
3) Tanto marginal como lateral

Se determind mediante la
apreciacion general de la
pubescencia en las bracteas

Se determind mediante la
apreciacion general de las
bracteas

Se determind contando el
numero de flores radiales

Se determind mediante la
apreciacioén general del
color de las flores radiales

Se determind mediante la
apreciacion general de la
forma de un lote de semillas

Se determiné mediante la
apreciacién general del
moteado en un lote de
semillas

Se determiné mediante la
apreciacion general de la
posicion de las bandas en
un lote de semillas

Las reacciones de PCR se dieron en un
termociclador modelo Px2 (Thermo, Madison,
EE. UU.) programado para un primer paso de
desnaturalizacion a 93 °C por 2 min, seguido de
45 ciclos, cada uno de ellos consistiendo en un
paso de desnaturalizacion a 93 °C por 1 min, un
paso de alineacién del oligonucleétido a 36 °C
por 1 min y un paso de extension de la molécula
formada a 72 °C por 1 min. Finalmente, se
programo una extension a 72 °C por 5 min.

Los productos de amplificacion fueron sometidos
a electroforesis, (las 78 muestras por cada
oligonucledtido utilizado), en geles de 1,5% de
agarosa ultra pura disuelta en buffer TBE 1X
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durante 80 min a 60 V. Para tal fin, se utilizaron
10 pl de la muestra; adicionalmente, se coloco
un marcador de fragmentos de PCR (Promega),
para tener un estimado del tamafo de las bandas
generadas.

Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue
tenido en una solucién de bromuro de etidio
durante 15 min. Posteriormente, el exceso de
bromuro de etidio se elimind mediante lavado
con agua destilada por 15 min. Las bandas
se observaron bajo luz ultra violeta (UV) y la
imagen fue digitalizada mediante un sistema de
fotodocumentacioén VisiDoc-It (UVP, Cambridge,
Reino Unido).
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Analisis estadistico

Para los datos morfolégicos se calculd el
promedio, desviacion estandar, valores minimos
y maximos y coeficiente de variacion para cada
variable cuantitativa. Las variables cualitativas se
describieron mediante distribucién de frecuencias.

Se probaron las hipotesis de promedios iguales
para todos los tratamientos (las tres poblaciones
segregantes). Para las variables evaluadas, se
realizé el analisis de varianza, previa comprobacion
de los supuestos estadisticos; y comparandose
ademas los promedios de los tratamientos mediante
la prueba de Tukey. Para aquellas variables en las
que no se cumplieron los supuestos del analisis de
varianza, se realizé la prueba no paramétrica de
Kruskal y Wallis. Todos estos analisis se hicieron
con el programa estadistico Statistix for Windows
version 8.0.

Por ultimo, con la finalidad de visualizar las
similitudes de los genotipos evaluados y de
determinar las caracteristicas mas discriminantes,
se efectud un analisis de componentes principales.
Para esto se construyd una matriz con los valores
de cada variable dentro de cada planta evaluada,
la cual se estandarizdé dentro de cada variable,
mediante la resta del valor promedio de ésta y su
division entre la desviacién estandar.

Sobre esta matriz se determinaron las correlaciones
existentes entre variables, obteniéndose una
nueva variable. En esta ultima se calcularon los
autovalores y autovectores, lo que permitié una
proyeccion ortogonal de los autovectores en un
espacio bidimensional. Este analisis se logré con
el programa estadistico NTSYS v. 1,72.

Enrelacién a la caracterizacion molecular, a partir
de los datos obtenidos, se elaboré una matriz
binaria con presencia (1) o ausencia (0) de una
banda para cada individuo. Se realiz6 el analisis
de ordenacién de coordenadas principales,
para lo cual se obtuvo la correlacion entre las
bandas. Posteriormente, la matriz de similitud fue
doblemente centrada, obteniendo los autovalores
y autovectores, los que finalmente se proyectaron
en un espacio bidimensional.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfolégica

La evaluacién de caracteres morfolégicos fue
uniforme, encontrandose todas las plantas
evaluadas de cada hibrido en solo 1 categoria para
cada variable. Los hibridos difirieron en el peciolo,
altura de planta, longitud y pubescencia de las
bracteas en el capitulo y todas las caracteristicas
relacionadas con la semilla, es decir, se pudieron
diferenciar los tres hibridos con base en los
atributos morfoldgicos, lo cual pudo lograrse
tomando una planta de cada hibrido debido a la
uniformidad genética de cada uno.

En las poblaciones segregantes, de todos los
caracteres morfolégicos evaluados, solo el color
de flores radiales no presentd variacion, siendo
amarillo para las 120 plantas de cada poblacion.
En el Cuadro 2 se reporta la distribucién de
frecuencias de las 11 variables cualitativas
nominales, observandose plantas con todas
las categorias que definen los 10 caracteres
morfoloégicos que identificé la variacién, a
excepcion del arreglo de las bracteas del capitulo,
en la cual no hubo plantas en la categoria de
arreglo redondeado. Estos resultados permiten
sefalar que efectivamente se esta expresando
una amplia variacién genética en las poblaciones
segregantes.

La uniformidad genética que originalmente se
indica en los hibridos, se perdié completamente
al observar los resultados en las poblaciones
segregantes, pues no hubo forma de distinguir,
con base en los caracteres morfologicos, en las
tres poblaciones evaluadas. Kholghi et al. (2010)
reportaron una amplia variacion morfologica en
poblaciones mejoradas de girasol.

La prueba de Kruskall y Wallis resulté en ausencia
de diferencias significativas (P>0,05) entre
poblaciones para los 11 caracteres cualitativos
nominales. De estos caracteres, los relacionados
con la ramificacion son los mas evidentes en
cuanto a la aparicion de la variabilidad que estos
pueden tener, ya que el girasol cultivado nunca es
ramificado. Avila (2009) indica que la ramificacion
del tallo constituye un caracter negativo en los
cultivares de girasol.
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Cuadro 2.Distribucion de frecuencias de variables cualitativas nominales evaluadas sobre tres poblaciones
segregantes provenientes de tres hibridos comerciales de girasol.

Poblacion segregante del hibrido

Categorias
Aguara 6 Contiflor 17 Ramson 3

1 0 0 1

2 6 6 7
Forma de la hoja 3 10 11 10
4 21 23 22

5 3 0 0
3 25 23 17

Forma de la seccién transversal de la hoja 5 0 3 5
7 15 14 18

1 9 11 8

) 3 5 4 6

Forma de la base de la hoja 5 15 21 21
7 11 4 5
o 0 22 22 19
Ramificaciéon 1 18 18 21
0 20 22 18

. ez 1 1 1 1
Tipo de ramificacion 2 3 6 5
3 16 13 16
1 10 9 15
. 2 17 15 15

Forma del capitulo 3 8 12 7
4 5 4 3

1 5 8 7

3 2 1 2 1

Arreglo de bracteas 3 0 0 0
4 24 30 32

1 0 0 0

2 0 0 0
. 3 40 40 40

Color de flores radiales 4 0 0 0
5 0 0 0

6 0 0 0

1 3 0 6

. 2 15 16 8
Forma de la semilla 3 20 16 15
4 2 8 11

. 0 15 8 9

Moteado de la semilla 1 o5 32 31
1 10 0 6
Posicién de las bandas de la semilla 2 20 29 27
3 10 1" 7
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Cantamutto et al. (2010) sefalan que el girasol
hibrido incluye lineas parentales que poseen
ramificacién, lo cual no se expresa en la primera
generacion del cultivo de la semilla hibrida, ya que
el genotipo de la madre no posee ramificacién. Sin
embargo, en generaciones posteriores aparecen
individuos ramificados.

En las poblaciones segregantes evaluadas se
expreso la variabilidad en el atributo morfolégico de
la ramificacion, que aparecieron plantas ramificadas
desde la base, lo cual segun Cantamutto et
al. (2010) es propio de las especies silvestres
emparentadas con el girasol.

El Cuadro 3 muestra la distribucién de frecuencias
de los cuatro caracteres cualitativos ordinales
evaluados. En estas variables también se observa
la aparicién de plantas en la mayoria de categorias

que definen estos caracteres, diferenciandose
de los hibridos que les dieron origen los cuales
estuvieron, cada uno, ubicados en solo una
categoria de cada variable. De igual forma que
con los caracteres nominales, en los ordinales se
observo una amplia variabilidad entre las plantas
evaluadas, siendo similar entre poblaciones
segregantes, a tal punto de ser indistinguibles
mediante la prueba de Kruskall y Wallis, la cual
resulté con diferencias no significativas (P>0,05)
para todos los caracteres.

El Cuadro 4 sefala la estadistica descriptiva
de las variables cuantitativas evaluadas. En
promedio sobre las tres poblaciones segregantes,
los coeficientes de variacion para altura de la
planta, longitud de bracteas y numero de flores
radiales fue de 28, 20 y 24%, respectivamente;
estos caracteres poligénicos expresan una amplia
variabilidad en las poblaciones mencionadas.

Cuadro 3.Distribucién de frecuencias de variables cualitativas ordinales evaluadas sobre tres poblaciones
segregantes provenientes de tres hibridos comerciales de girasol.

Poblacién segregante del hibrido

Categorias
Aguara 6 Contiflor 17 Ramson 3
3 15 17 16
Angulo de nervadura lateral de hojas 5 4 S 8
7 21 18 16
0 0 0 0
1 1 4 3
3 0 0 0
Peciolo 5 12 16 10
7 0 0 0
9 27 20 27
1 0 0 0
2 5 7 3
i . 3 12 15 21
Angulo del capitulo 4 16 11 15
5 7 7 1
6 0 0 0
1 0 0 0
3 10 5 9
Pubescencia de bracteas en el capitulo 5 15 23 19
7 15 12 12
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Cuadro 4. Estadistica descriptiva para variables cuantitativas evaluadas sobre tres poblaciones
segregantes provenientes de tres hibridos comerciales de girasol.

Poblacién segregante del hibrido

Aguara 6 Contiflor 17 Ramson 3

Media 98,44 100,57 101,13

Coeficiente de variacion 24,29 28,84 31,22
Altura de la planta

Valor minimo 50,00 48,80 47,30

Valor maximo 137,70 189,20 160,70

Media 3,63 3,84 3,55

. i Coeficiente de variacion 17,85 22,56 19,34

Longitud de las bracteas

Valor minimo 2,10 2,76 2,62

Valor maximo 5,20 7,22 5,40

Media 37,51 36,35 38,28

Coeficiente de variacion 22,25 23,83 25,99
Numero de flores radiales

Valor minimo 21,00 17,00 20,00

Valor maximo 56,00 53,00 58,00

Los amplios coeficientes de variacion dentro de
las poblaciones son indicativos de la inexistencia
de alguna identidad genética particular, y por el
contrario, revelan la amplia variabilidad gené-
tica existente, lo que es mayor dentro de los
mencionados grupos, al ser comparada con la
variabilidad entre poblaciones.

Esto trae como consecuencia la inexistencia de
diferencias estadisticas significativas (P>0,05)
entre poblaciones segun la prueba de Tukey.
La variabilidad fenotipica que se esta dando
en estas caracteristicas poligénicas, podria ser
indicio de variabilidad genética en otras tantas
caracteristicas determinadas por varios genes.

La Figura 1 muestra la totalidad de las plantas
evaluadas en un espacio bidimensional obtenido
mediante analisis de componentes principales,
que permite explicar el 33% de la variacion
observada entre plantas, destacando que
éstas no se agrupan segun el hibrido del cual
provengan. Se observa que individuos de una
poblacién segregante estan al lado de individuos
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de otra, siendo la cercania entre puntos lo que
indica la similitud entre individuos.

Por ejemplo, individuos de la poblacién segregante
proveniente de Aguara 6, se parecen mas a
individuos, tanto de Ramson 3 como de Contiflor17,
que a plantas de la misma poblaciéon segregante
proveniente de Aguara 6. Es decir, las poblaciones
provenientes de los tres hibridos de girasol
evaluados, no tienen una identidad genética
particular que permita agruparlos y diferenciarlos
de los otros hibridos.

El Cuadro 5 permite visualizar que dentro y entre
poblaciones segregantes, las variables que mejor
explican la variacion determinada fueron: altura
de la planta, longitud de las bracteas y numero de
flores radiales, respecto al primer eje. En el segundo
eje, la variacion puede ser explicada mayormente
por la ramificacion y el tipo de ramificacion. Estos
resultados indican que la mayor variabilidad no
solo se dio en algunas de las caracteristicas que
permitieron diferenciar a los hibridos (altura de
planta y longitud de bracteas), sino que a éstas se
sumaron otras variables.
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Figura 1. Grafico bidimensional del agrupamiento de 120 plantas provenientes
de 3 hibridos comerciales de girasol, basado en la evaluacion de 18
caracteres morfolégicos. Cada planta identificada por: AG= Aguara 6;
CT= Contiflor 17; R= Ramson 3, seguida de un nimero.

Cuadro 5. Autovectores del analisis de componentes principales.

Variables Eje1 Eje2 Eje3 Ejed
Forma de seccién transversal de hoja 0,02 0,15 0,19 0,00
Forma de la hoja 0,53 0,26 0,34 -0,21
Forma de base de hoja 0,50 0,24 0,45 -0,01
Angulo de nervaduras laterales 0,08 0,06 0,31 -0,49
Peciolo 0,54 0,48 -0,16 0,14
Altura de planta 0,80 0,28 -0,07 0,10
Angulo del capitulo 0,58 -0,20 -0,16 -0,35
Forma del capitulo -0,34 0,06 -0,07 -0,44
Ramificacion -0,37 0,85 0,07 -0,06
Tipo de ramificacion -0,31 0,87 0,07 -0,07
Longitud de bracteas 0,81 -0,08 -0,13 -0,10
Pubescencia de bracteas -0,12 0,06 0,01 0,57
Forma de bracteas -0,18 0,03 -0,27 -0,51
Numero de flores radiales 0,75 0,06 -0,03 0,12
Forma de la semilla 0,07 -0,02 -0,22 -0,37
Moteado de la semilla -0,00 0,19 -0,68 -0,05
Posicion de bandas en semilla 0,07 0,22 -0,81 0,12
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La amplia variabilidad manifestada en este trabajo,
aun cuando podria ser considerada indeseable,
en lo que concierne a calidad de semilla para
procesos productivos, es de gran importancia
en lo referente a mejoramiento genético como
fuente de germoplasma para iniciar procesos de
seleccion.

El inicio de un programa de mejoramiento genético
solo es posible cuando existe variacion genotipica
en la poblacion para las caracteristicas de interés,
puesto que la variacion genética constituye
la materia prima del mejoramiento genético
(Laurentin, 2011). En trabajos anteriores se ha
descrito el valor que pueden tener las generaciones
segregantes de hibridos comerciales como fuente
de germoplasma, especialmente para obtener
lineas androestériles (Carvalho y Toledo, 2008).

Caracterizacion molecular

Se obtuvo un total de 22 bandas RAPD amplifi-
cadas mediante los iniciadores OPA-19, OPK-05,
OPM-04, OPB-07 (sin bandas al utilizar el iniciador
OPM-20). Los iniciadores OPM-04 y OPA-19
lograron la amplificacion de 6 bandas, mientras que
OPK-05y OPB-07 de 5 bandas. Todas las bandas
fueron polimérficas y estuvieron en un rango de
tamano entre 200 y 1250 pares de bases. No se
observaron bandas unicas (Cuadro 6).

El promedio de bandas obtenidas por iniciador fue
de 5,5. El oligonucleétido OPM-20, que no logro
amplificar ADN en el presente trabajo, fue utilizado

exitosamente en otra caracterizacion molecular
en girasol (Fernandez et al., 2010). La similitud
promedio dentro de las poblaciones segregantes
provenientes de Aguara 6, Contiflor 17 y Ramson
3, fue de 0,31; 0,28 y 0,19, respectivamente,
mientras que en promedio entre los individuos de
cada uno de los hibridos fue 0,93, siendo indicio
de la amplia variabilidad genética que expresan
las poblaciones segregantes con respecto a los
hibridos que les dieron origen.

El analisis de coordenadas principales repre-
sentado en un espacio bidimensional y basado
en los RAPD obtenidos (Figura 2), explico el
45% de la variabilidad genética total. Segun
los autovectores (no reportados), las bandas
generadas por el oligonucleétido OPM-04,
resultaron tener el menor poder discriminante,
mientras que 12 bandas generadas por OPB-07,
OPA-19 y OPK-05 (cuatro cada uno) contribuyen
en aproximadamente la misma magnitud a
discriminar las plantas evaluadas.

De forma analoga a lo que ocurrié al ser
reportada la caracterizacién morfologica, la
caracterizacién mediante RAPD no permite
discriminar entre poblaciones segregantes, la
variabilidad identificada dentro de poblaciones
es mucho mayor que la variabilidad entre
poblaciones, impidiendo que plantas de una
misma poblacién segregante, se agrupen de
forma similar, diferenciandose de las plantas de
otras poblaciones segregantes.

Cuadro 6. Numero de bandas totales, niumero de bandas polimérficas y tamafio de bandas para cada

uno de los iniciadores utilizados.

Tamano de bandas

Oligonucleétidos NGmero NGmero
de de bandas Entre Entre
bandas polimérficas Mayora Entre 750 y 200y
. 1000 pb y 1000 pb

Nombre Secuencia 750 pb 500 pb
OPA-19 CAAACGTCGG 6 6 1 1 3 1
OPK-05 TCTGTCGAGG 5 5 1 1 2 1
OPM-04 GGCGGTTGTC 6 6 2 2 2 0
OPB-07 GGTGACGCAG 5 5 0 2 1 2
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Figura 2.Grafico bidimensional del agrupamiento de 78 plantas de poblaciones
segregantes provenientes de 3 hibridos comerciales de girasol
basado en 22 bandas RAPD por: AG= Aguara 6; CT= Contiflor 17;
R= Ramson 3, seguida de un numero. Dentro de los 6valos los dos
testigos de cada hibrido comercial.

CONCLUSIONES

La caracterizacion morfolégica y molecular
coinciden en mostrar una amplia variabilidad
genética dentro de las poblaciones segregantes
generadas por cada uno de tres hibridos comer-
ciales de girasol.

La condicion indispensable para el inicio de
programas de mejoramiento genético, que es la
obtencién de una poblacién con amplia variabilidad
genética, esta cubierta en la poblacion segregante
de hibridos comerciales. Por tal razén, una
estrategia valida para programas de mejoramiento
genético en el cultivo del girasol, es la utilizacion
de la semilla cosechada de hibridos comerciales
como fuente de germoplasma, bien sea, para la
obtencién de padres cuyo cruzamiento generaria
nuevas poblaciones o usandolas directamente
como poblacion basica.

Esta estrategia permitiria la obtencion a mediano plazo
de cultivares venezolanos (variedades de polinizacion
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abierta, o eventualmente nuevos hibridos), adaptados
a las condiciones agroecologicas de produccion en
el pais, lo cual seria un aporte importante en la
creacion de sistemas de produccion de semilla
nacional de girasol.
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RESUMEN

En areas donde la sequia es prolongada y es la mayor
limitante para el éxito de los cultivos alimenticios,
la yuca (Manihot esculenta Crantz) es una buena
alternativa. Sin embargo, este cultivo a pesar de
su rusticidad es afectado por ambientes extremos.
Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el
potencial fisioldgico y agronédmico de cuatro clones
de yuca promisorios en el Campo Experimental del
Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(CENIAP), del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), Maracay, estado Aragua, Venezuela.
Las variedades 'Bolivar 32", 'Concha rosada’, 'CM
6740-7'y 'Per 183', fueron evaluadas bajo un disefio
completamente aleatorizado con un arreglo factorial
4x9, correspondiente a cuatro clones de yuca y 9
meses de evaluacion respectivamente, con tres
repeticiones. Los resultados indicaron diferencias
significativas (P<0,05) entre variedades, para las
variables numero de hojas/planta (NHP), area foliar
(AF), altura de planta (AP) y longitud del peciolo
(LP). Ademas, hubo diferencias (P<0,05) entre la
interaccion clon y meses para las variables AF (cm?),
LP (cm), fotosintesis, (umol CO, m?s™), conductancia
estomatica (mmol CO, m? s) y transpiracion (mmol
HO, m? s'). De esta forma, al realizar el analisis
mulfivariado por componentes principales, se observo
divergencia entre los cuatro clones evaluados.
Por ultimo, las variables conductancia estomatica,
transpiracion, fotosintesis y NHP no mostraron
diferencias significativas por el reducido numero de
clones evaluados. La tasa de fotosintesis obtenida
para este cultivo presume un comportamiento de
metabolismo de una C3-C4.

Palabras claves: Manihot esculenta Crantz,
descriptores fisiologicos, descriptores agronémicos.

Recibido: 14/03/14  Aprobado: 15/07/16

Publicado: 16/11/16

ABSTRACT

Where prolonged drought is a major constraint for the
success of food crops, cassava (Manihot esculenta
Crantz) is an alternative under these conditions.
However, despite its hardiness this crop is affected
by the environmental extremes. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the physiological and
agronomic potential of four promising clones of
cassava in the Experimental Field of the National
Agricultural Research Center (INIA-CENIAP),
Maracay, Venezuela. The cultivars 'Bolivar 32,
'Concha rosada', 'CM 6740-7' y 'Per 183" were
evaluated using a completely randomized design
with factorial arrangement (4*9), corresponding to
four cultivars of cassava and nine months evaluation,
respectively, with three replications. The results
indicated cultivars differences (P<0.05) for number of
leaves/plant, leaf area, plant height and petiole length.
Leaf area (cm?), petiole length (cm), photosynthesis
(umol CO, m?s™), stomatal conductance (mmol CO,
m?s) and transpiration (mmol HO, m?s™) showed a
significant effect (P<0.05) between month and clone
interaction. With the principal component multivariate
analysis, the four clones showed divergence among
them. Finally, stomatal conductance, transpiration,
photosynthesis and leaf number did not showed
significant differences due to the small number of
clones evaluated. Photosynthetic rate obtained for
this crop presumed a C3-C4 metabolism.

Key words: Manihot esculenta Crantz, physiological
descriptors, agronomic descriptors.
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INTRODUCCION

La yuca es uno de los cultivos mejor adaptados
a amplias condiciones ambientales tropicales y
con alta resistencia a la sequia. Es producida por
agricultores de escasos recursos econdémicos,
en suelos pobres e inapropiados para otras
plantas con fines alimenticios y considerada una
de las principales fuentes de carbohidratos para
la subsistencia; lo que le da un alto valor social
(Montaldo, 1996).

La produccién mundial total de yuca alcanzé los 272
millones de toneladas para el 2006. Actualmente,
los primeros cuatros paises productores (Nigeria,
Indonesia, Tailandia y Republica Democratica
del Congo) producen 98.467.800 t (FAO, 2012).
En Venezuela, es el cultivo con mayor superficie
cosechada en el rengldon de raices y tubérculos,
con 56.635 ha, con un volumen de produccion
de 732.123 t y rendimiento de 12.927 t ha”’
(FEDEAGRO, 2013).

Sin embargo, la planta frente al déficit hidrico
en distintas fases fenoldgicas, disminuye su
rendimiento y la calidad de hojas y raices (Mejias,
2002; Lopez y Ramirez, 2006; Ramos, 2007;
Tofifio et al., 2008; Portuondo y Ortega, 2012).

Este cultivo ajusta su eficiencia fotosintética a
la maxima intensidad de luz, a la temperatura,
al estado fisiolégico, a factores genéticos, a la
apertura y cierre de estomas; los cuales, a su vez
estan determinados por el estado hidrico de la
planta y por la humedad relativa del aire. La yuca
tiene una capacidad fotosintética relativamente
alta, con tasas de 35-45 ymol CO, m?s™ (Mejias,
2002; Calatayud et al., 2000). Esto debido a que
la especie presenta caracteristicas fisioldgicas
C3-C4, acumulando PEP-carboxilasa o Rubisco,
dependiendo de las condiciones ambientales que
enfrenta el cultivo (EI-Sharkawy, 2012).

En este sentido, EI-Sharkawy et al. (1992) y
Mejias et al. (1997) hacen referencia de la
correlacion significativa entre variables fisiolégicas
y de productividad. Asimismo, El-Sharkawy et al.
(1990) mencionan la variacion que se produce
en la fotosintesis bajo diferentes condiciones
ambientales.

Por otra parte, Fuenmayor et al. (2005) sefialan la
necesidad de recolectar clones de yuca y formar
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colecciones o bancos de germoplasma, para
evaluarlos y caracterizarlos agronémicamente,
mediante el uso de descriptores definidos que
permitan la sistematizacion de los caracteres
estudiados en todos los clones; y su adaptacion
a las diferentes condiciones agroecoldgicas.

En la actualidad en el banco de germoplasma
del CENIAP se mantienen 191 clones en campo,
34 se encuentran en el banco de germoplasma
in vitro, los cuales estan siendo caracterizados a
través de descriptores bioquimicos, moleculares
y morfologicos (Fuenmayor et al., 2005).

Al mismo tiempo, en el banco de germoplasma
de la Facultad de Agronomia, Universidad Central
de Venezuela, cuenta con 293 entradas de
yuca, parcialmente caracterizadas morfologica,
agronémica y molecularmente (Polanco, 1998;
Ledn et al., 2013; Marin et al., 2008).

Envista de lo expuesto anteriormente, es necesario
mejorar la produccion en cantidad y calidad del
cultivo, de manera eficiente y sustentable, a través
del desarrollo de modelos y el estudio de variables
ecofisioldgicas, que permitan explicar y predecir
el impacto de variaciones climaticas y edaficas
en la plantacién.

De acuerdo con una estrategia sugerida a corto
plazo para la seleccion eficiente de genotipos
tolerantes a la sequia, implica, también la caracte-
rizacion agrondémica de caracteres de interés, la
utilizacion de analisis bioquimicos vy fisiologicos
que disminuyan el efecto de la interaccion
genotipo-ambiente en la seleccion de parentales
(Tofifo et al., 2008).

Actualmente, en el pais son pocos los trabajos
relacionados con la ecofisiologia en este cultivo,
por lo que surge la necesidad de esta investigacion,
cuyo objetivo es estudiar el potencial fisiologico y
agronémico de los clones de yuca en las distintas
fases fenoldgicas.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del estudio

El estudio se realizé en el Campo Experimental del
INIA-Ceniap, Maracay, estado Aragua, en clima
seco tropical, latitud norte 10°15', longitud oeste
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67°36', altura 450 m.s.n.m. y una precipitacion
promedio anual de 1.179,2 mm.

Material vegetal

Se estudiaron cuatro clones de yuca: 'Bolivar 32',
'‘Concharosada’,'CM 6740-7'y 'Per 183'; previamente
seleccionados en funcién de su comportamiento
potencial.

Descripcion del experimento

Se establecié un ensayo experimental mediante
la siembra de estacas de los clones de yuca en
un suelo franco limoso. La unidad experimental
(UE) estuvo conformada por 20 hilos de 10 m de
longitud con un area de 200 m?/UE. Se sembraron
220 plantas/UE con un hilo de bordura de 10 m
por UE. La fertilizacidn se realizé con la aplicacion
de 50 g planta' de formula completa al momento
de la siembra y reabono con 50 g planta™ de urea
a los 3 meses después de la siembra. El riego
se realiz6 semanalmente durante los primeros

meses hasta extenderse cada 15 dias de forma
complementaria. El control de malezas, plagas y
enfermedades fue uniforme en toda la plantacion.

Diseio del experimento

En condiciones de campo, se establecidé un
ensayo experimental con cuatro clones de
yuca, sembrados a 1 metro entre plantas y 11
plantas por hilo, con un disefio completamente
aleatorizado, bajo un arreglo de tratamientos
factorial en el tiempo 4x9, correspondiente a
cuatro clones de yuca y 9 meses de evaluacion,
respectivamente.

Caracterizacion fisiologica y agronémica

Las variables fisiolégicas y agrondmicas fueron
medidas mensualmente a partir del cuarto mes
de sembrado el cultivo hasta el mes doce. El
Cuadro 1 muestra la forma, época de medicién
y numero de repeticiones que se realizaron para
medir las variables previstas en este estudio.

Cuadro 1. Descriptores utilizados para la caracterizacion eco-fisioldégica de cuatro clones de yuca de
la coleccién del germoplasma del INIA-CENIAP.

Edad del

Descriptor cultivo

Forma de la medicién Medicion/clon

Transpiracién

(mmol H,Om?/s)
Conductancia estomatica
(mmol CO,/m?/s)

Fotosintesis
(umol CO,/m?/s)

N° de hoja/planta
Altura de la planta (cm)

Area foliar (cm?) 04-12 mes

Peciolo (cm) 04-12 mes

04-12 mes Equipo Photosyntesis System CI-340.
04-12 mes Equipo Photosyntesis System CI-340.

04-12 mes Equipo Photosyntesis System CI-340.

04-12 mes Se midi6 el numero total de hojas de la planta.

04-12 mes De parte basal a parte apical del tallo.
Se evalud en las hojas del tercio medio de la
planta con el programa Imagej®.

Se evalud en las hojas del tercio medio de la
planta desde insercion a parte distal .

3 hojas/planta
3 hojas/planta

3 hojas/planta

3 plantas

3 plantas

3 hojas/planta

3 hojas/planta

Peso fresco total de raiz (kg) mes 12  Se peso total de raices por planta. 3 plantas
Numero de raices totales mes 12  Numero total de raices/planta 3 plantas
Numero de raices comerciales mes 12 N° r_aices comerciales (r_rlayor 20 cm. de 3 plantas
longitud y mayor 4 cm de diametro).
Peso de raices comerciales (kg) mes 12 E)?\Z?tt?c? ;arlnc:ysotr:?‘n;?rr]ccljaelzsi é(rr::gg;.zo cm. de 3 plantas
Materia seca (%) 04-12 mes Se midio con el peso seco y fresco de la hoja. 3 plantas
Biomasa de hoja 04-12 mes Se midid con el peso seco y fresco de la hoja. 3 plantas
Peso aéreo (kg) mes 12 Se peso toda la parte aérea de la planta 3 plantas
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Analisis de los resultados

Previo al cumplimiento de los supuestos, se
estudiaron el conjunto de datos con un analisis de
varianza, prueba de media de Tukey, con un nivel
de significancia menor o igual al 5% y analisis
multivariado por componentes principales con
el uso del programa Infostat version estudiantil.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el desarrollo del trabajo se presentan las
pruebas de medias solamente de las variables
que mostraron diferencias significativas en el
analisis de la varianza con un nivel de significancia
menor o igual al 5%.

Caracterizacion ecofisiolégica
Comportamiento fisiolégico

Las variables transpiracion (E) y conductancia
estomatica (C), no mostraron diferencias signifi-
cativas entre los clones estudiados (P<0,05)
durante todo el ciclo del cultivo; con valores que
oscilaron entre 1,27-1,61 mmol CO, m? s y
94,63-138,4 mmol CO, m? s, respectivamente.
Igualmente, ocurrié con las interacciones clon
por mes para ambas variables, donde solamente
hubo diferencias para el mes 4 (Figura 1). Caso
contrario ocurrio en el estudio de Alves (2002) en
EMBRAPA, Brasil, donde se observé diferencias
en transpiracion y conductancia estomatica
bajo condiciones de estrés en distintas fases
fenoldgicas del cultivo.

De igual forma, Mejias (2002), Salisbury y Ross
(1992) y Taiz y Zeiger (2006), mencionan que un
mecanismo de defensa de la planta al déficit de
agua, es reducir la pérdida de agua por unidad de
area; lo cual se logra incrementando la resistencia
al flujo de agua en el trayecto entre el suelo y la
atmosfera, reduciendo la conductancia estomatica,
por lo que deberia encontrarse diferencias en esta
variable en las distintas fases fenolégicas.

Por lo demas, en este trabajo no hubo diferencias
significativas (P>0,05) para la variable fotosintesis
en los distintos clones evaluados, con valores que
oscilaron entre 11,14-16,63 ymol CO, m? s™. Sin
embargo, los distintos cultivares de yuca mostraron
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un comportamiento diferencial para esta variable
en las distintas fases de crecimiento (Cuadro 2);
coincidiendo con lo sefialado por Mejias (1997)
en una investigacion realizada en cultivares de
yuca sembrada en ambientes contrastantes con
valores de fotosintesis de 7-31 mol CO, m? s™.
De igual forma, Calatayud et al. (2000) obtuvieron
valores para esta caracteristica en plantas jovenes
con estrés y sin estrés de 12,5y 4 umol CO, m? s™,
respectivamente y para plantas viejas de 2,6 umol
CO, m? s sin estrés y 0,6 ymol CO, m? s con
estrés.

Esta variable es de suma importancia, ya que
la planta ajusta su eficiencia fotosintética a la
fluctuacion de factores como maxima intensidad
luminica, temperatura, estado fisioldgico, factores
genéticos y regulacion estomatica, dependiente del
estado hidrico del continuo suelo-planta-atmdsfera
(Mejias, 2002). EI éxito del cultivo de la yuca
para soportar el estrés hidrico, es su capacidad
para regular rapidamente numerosos procesos
metabdlicos frente a cambios de condiciones
ambientales favorables a desfavorables (Tofifio
et al., 2008).

Aunque el numero de hojas entre los clones y los
meses estudiados, mostré como maximo valor 305
hojas y un minimo de 181 hojas. En este aspecto,
Suéarez y Mederos (2011) indican que el numero
total de hojas producidas por la planta (NHP)
y su longevidad son caracteristicas varietales,
profundamente influidas por las condiciones
ambientales. No obstante, por el numero tan
pequefio de clones evaluados, hubo la posibilidad
de que los materiales no lograron diferenciarse para
esta variable, siendo afectados de igual forma por
las condiciones ambientales.

Comportamiento agronémico

La AP tuvo diferencias significativas (P<0,05) para
los distintos clones, valores entre 2,17-2,62 m,
sobresaliendo el PER 183, como se muestra en
el Cuadro 2; pero no mostré diferencias entre las
interacciones de los clones con el tiempo. Montaldo
(1996) agrupa la escala para las AP en: bajos
(menores a 1,5 m), intermedios (1,50 a 2,5 m) y altos
(mas de 2,5 m); prefiriéndose agrondmicamente los
de porte intermedio a alto, debido a la facilidad para
las labores culturales.
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Cuadro 2. Prueba de media (Tuckey) para las variables de longitud del peciolo (LP);
numero de hojas/planta (NHP); altura de planta (AP) y area foliar (AF).

DMS=1,54794 DMS=34,72175 DMS=0,23117 DMS=19,88304
Variables P‘(’;';‘I’)b NHP f:) ( 3:2)
Clon Medias Medias Medias Medias
CM 6740-7 14,17 A 228,86 B 2,39 AB 73,65A
Concha rosada 12,67A 181,44 C 2,19B 92,45 A
Bolivar 32 8,38 B 211,13 BC 2,17B 49,94 B
PER 183 7,85B 305,97 A 2,62A 40,32 B

Medias con una letra comun, no son significativamente diferentes (P<0,05).

Caso contrario reportaron Marin et al. (2008) y Le6n
etal. (2013), en el banco de germoplasma de yuca
del INIA-CENIAP con introducciones del CIAT-
Colombia y de FAGRO-UCV, respectivamente,
observandose portes de bajos a intermedios en
ambas colecciones en dos fechas de evaluacion.

En lo que respecta a las variables AF y longitud del
peciolo (LP), se observé diferencias significativas
(P<0,05) para clones, destacandose los clones 12
y concha rosada, para las interacciones clones
y meses evaluados (Figura 1). Las pruebas de
medias para ambos factores se muestran en
el Cuadro 3 y la Figura 1. Alves (2002) indica
diferencias significativas en la variable AF y su
interacciéon con el factor condicion de déficit
hidrico. Por su parte, Ledn et al. (2013), reportaron
para la variable AF a los 3 meses 209,39 cm y
para la LP a los 3 y 6 meses de edad 25,82 y
18,57 cm, respectivamente.

Referente a las variables de rendimiento, el
peso de raiz total estuvo en el orden de 2,65
a 4,383 kg planta'y el peso de raiz comercial
entre 1,51 a 3,83 kg planta; mientras que el
numero de raices para ambas variables fue de
8 a10y 2 a 6, respectivamente.

Esto concuerda con lo reportado por Leén et al.
(2013), donde los clones presentaron raices con
pesos totales desde 0,3 hasta 4,66 kg planta’
y con valores maximos de raices comerciales de
3,66 kg planta™; lo que indica que en general,
estos materiales mostraron buenos rendimientos,
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ya que el promedio nacional se encuentra entre
1-3 kg planta® (FEDEAGRO, 2013). De igual
forma, Polanco (1998) encontro valores de raices
totales entre 0-14 y 0-8 raices comerciales.
Sobre este aspecto, Marin et al. (2008) obtuvo
47,84% de los clones con raices comerciales y
con valores maximos de 4-5.

Entre los caracteres cuantitativos aéreos mas
importantes se encuentran: cobertura, AF y peso
aéreo; debido a que el follaje de yuca tiene un
alto potencial para la produccion de proteina con
valores nutritivos significativos, lo que permite
ser suministrado a los animales en forma fresca
o como heno (Preston et al., 2012). Es por ello,
gue en este trabajo se evaluo6 la variable peso
aéreo, obteniéndose valores promedios de 1,8
hasta 3,6 kg planta™’; no mostrando diferencias
entre los clones, lo que indica que para estos
cultivares el ambiente no logré producir ningun
efecto sobre esta variable.

Analisis multivariado por componentes
principales

Pla (1986) menciona que no es valido evaluar
solo un componente para explicar la variabilidad
de los datos. En vista de ello, se encontré que
solo 31,6% sintetiza la variabilidad en el primer
componente; y aplicando el criterio de seleccion
de componentes principales de Kaiser (Pla, 1986),
se utilizaron los dos primeros componente para
un valor de 91,6%.
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Cuadro 3. Prueba de media para las variables

longitud del peciolo; nimero de hojas/planta (NHP);

altura de planta (AP) y area foliar (AF).
Test:Tukey Test:Tukey Test:Tukey Test:Tukey
Alfa=0,05 Alfa=0,05 Alfa=0,05 Alfa=0,05
DMS=1,54794 DMS=34,72175 DMS=0,23117 DMS=19,88304
Variables Peciolo NHP AP AF
Clon Medias Medias Medias Medias
Clon 12 14,17 A 228,86 B 2,39 AB 73,65A
Concha rosada 12,67 A 181,44 C 2,19B 92,45 A
Bolivar 32 8,38 B 211,13 BC 2,17B 49,94 B
Clon 2 7,85B 305,97 A 2,62A 40,32 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P<= 0,05).

En la Figura 2 se observa una alta correlacién entre
las variables, NHP, nimero de raices comerciales,
AP y peso aéreo; también de la materia seca.
Aunque no se encuentre significativamente
correlacionada con las variables anteriores, estas
caracterizan al PER 183 (Clon 02); mientras que el

numero de raices totales, asi como, numero y peso
de raices no comerciales, estan correlacionadas e
identifican a los clones Concha rosada y Bolivar 32.
Ademas, las variables conductancia estomatica,
LP, biomasa de hoja y AF, estan correlacionadas
entre si y explican al CM 6740-7 (Clon 12).

4,00 -
Materia seca
Clon 2
L]
2,00 1 NCR
Altura de planta
PA
_— Bolivar 32
= -
@,
; 0,00 4 PCRNC .Ccmd'ln rosad. ﬂPRT
8
& HEN
E
-2.00 -
Biomasa H
P »Clon 12
Peciolo
4,00 -, - - - \
-4,00 -2,00 -0,00 2,00 4,00
CP1 (59,9%)

Figura 2. Doble representacion de
evaluadas.

cuatro clones de yuca con las variables
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Por ultimo, es importante mencionar que los clones
Concha rosada y Bolivar 32, tienen caracteres
comunes (Figura 2); pero a su vez estos difieren
del Per 183 (Clon 02) y el CM 6740-7 (Clon 12).

CONCLUSIONES

Los cuatro clones evaluados mostraron el
mismo comportamiento para las variables CE,
transpiracion, fotosintesis y NHP.

Se presume que este cultivo presente en el
comportamiento de una planta con una ruta de
asimilacion de CO, de tipo intermedia C3-C4,
por los valores de la tasa de asimilacion neta
(fotosintesis).

Los clones mostraron valores para el peso comercial
de raices en el orden de 1,51 a 3,83 kg; lo que
comparado con el promedio nacional, confirma la
adaptacion de los mismos, frente a las diversas
condiciones ambientales.

El clon Per 183 difiere de los clones Concha
rosada, Bolivar 32 y CM 6740-7, en cuanto a las
variables, NHP, niumero de raices comerciales, AP
y peso aéreo; mientras que el niumero de raices
totales y numero y peso de raices no comerciales,
estan correlacionadas e identifican a los clones
Concha rosada y Bolivar 32. Igualmente, las
variables conductancia estomatica, LP, biomasa
de hoja y AF estan correlacionadas entre
si y explican al CM 6740-7, mostrando una
divergencia importante con respecto a los otros
tres clones para estas variables.
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RESUMEN

El analisis de estabilidad fenotipica proporciona
informacién detallada del comportamiento de cada
genotipo frente a variaciones ambientales; en tal
sentido, el objetivo de esta investigacion fue detectar
la presencia de interaccidén genotipo por ambiente
y conocer la adaptabilidad y estabilidad fenotipica
de 18 hibridos de maiz (Zea mays L.), utilizando
los modelos: indice de superioridad y regresion
lineal bisegmentada. Doce hibridos experimentales
y seis testigos comerciales fueron sembrados en
siete localidades de Venezuela durante la estacion
lluviosa del afno 2012, en un disefo de bloques
completamente aleatorizados con tres repeticiones.
El caracter evaluado fue rendimiento de grano (t ha).
El analisis de varianza combinado mostré que el
comportamiento de los hibridos fue inconsistente
debido a las variaciones ambientales. Con el modelo
indice de superioridad, los hibridos 'DK 1596' y 'Exp
A-1'fueron identificados como estables, mientras que
el modelo de la regresion lineal bisegmentada permitio
identificar los hibridos: Exp A-1, 'Exp A-2', 'Exp A-3',
'Exp A -5', 'Exp B-1', 'Exp B-4, 'Pioneer 30F35' y
'DK-370"' como estables. Con ambos modelos el
hibrido Exp A-1 fue identificado como estable y el
Exp B-4 como adaptable a condiciones favorables.
El modelo de regresién lineal bisegmentada fue
mas discriminatorio que el indice de superioridad;
por lo tanto, el primero de ellos fue mas eficiente
y adecuado para el analisis de adaptabilidad y
estabilidad. Los hibridos Exp A-1y Exp B-4 mostraron
un buen comportamiento productivo en las diferentes
localidades de evaluacion, lo cual deberia ser
considerado para su liberacién como cultivares
comerciales.

Palabras clave: Zea maysL., interaccion genotipo por
ambiente, previsibilidad, estabilidad, adaptabilidad.
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ABSTRACT

The phenotypic stability analysis provides detailed
information on the behavior of each genotype against
environmental variations, in this sense, the objective of
this research was to detect the presence of genotype
by environment interaction as well as to know the
adaptability and phenotypic stability of eighteen
maize hybrids (Zea mays L.), by using the models
index of superiority and bilinear regression. Twelve
experimental hybrids and six commercial controls
were planted in seven locations of Venezuela, during
2012 rainy season, in a randomized complete block
design with three replications. The trait of interest was
grain yield (t ha'). Combined analyses of variance
showed that hybrids performance were inconsistent
because of environmental variations. With the model
of index of superiority the hybrids 'DK 1596' and
'Exp A-1' were identified as stable, while the model
of bilinear regression allowed to identify the hybrids:
Exp A-1, 'Exp A-2', 'Exp A-3', 'Exp A -5', 'Exp B-1',
'Exp B-4, 'Pioneer 30F35' and 'DK-370' as stable.
With both models the hybrid Exp A-1 was identified
as stable whereas Exp B-4 as adaptable to favorable
conditions. The model of bilinear regression was more
discriminatory than the index of superiority; therefore,
the first one was more efficient and suitable for the
analysis of both adaptability and stability. The hybrids
Exp A-1 and Exp B-4 showed a good productive
performance in the different localities of evaluation,
which should be considered for their release as
commercial cultivars.

Key words: Zea mays L., genotype by environment
interaction, predictability, stability, adaptability.
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INTRODUCCION

En Venezuela, el maiz (Zea maysL.) es el cereal de
mayor importancia en superficie sembrada, volumen
y valor de la produccion. Es cultivado practicamente
en todo el territorio nacional y sometido a las mas
variadas condiciones ambientales.

Todo programa de mejoramiento genético de
plantas en sus etapas preliminares, evallua los
cultivares desarrollados en una sola localidad
y en las etapas finales son evaluados en varios
sectores (Duarte y Vencovsky, 1999). Para que
un programa de mejoramiento genético alcance
su objetivo y desarrolle cultivares adaptados a
las diversas condiciones productoras del pais,
es necesario que los genotipos sean evaluados
en un gran numero de localidades, que reflejen
las condiciones ambientales a las cuales los
cultivares seran sometidos (Pereira et al., 2009a).

El comportamiento diferencial de los genotipos en
las diversas localidades se debe a la interaccién
genotipo por ambiente (IGA), la ocurrencia de dicha
interaccion tiene gran importancia, principalmente
para el caracter rendimiento de grano, ya que
la mayoria de las veces, hace que los mejores
genotipos en una determinada localidad no lo
sean en otra, dificultando la recomendacion de
cultivares para toda la poblacién. Una forma de
sacar provecho de la IGA para la indicacion de
nuevos cultivares, es identificar genotipos con alta
adaptabilidad y estabilidad fenotipica.

Cruz et al. (2004) sefialan que existen mas
de una decena de metodologias de analisis
de adaptabilidad y estabilidad destinadas a la
evaluacion de un grupo de materiales genotipicos
probados en una serie de ambientes. Entre ellas
destacan Plaisted y Peterson (1959); Finlay y
Wilkinson (1963); Wricke (1965); Eberhart y
Russell (1966); Gollob (1968); Tai (1971); Shukla
(1972); Verma et al. (1978); Silva y Barreto (1985);
Lin y Binns (1988); Cruz et al. (1989); Huehn
(1990); Annicchiarico (1992); Storck y Vencovsky
(1994); Silva (1995); Cornelius et al. (1996); Lin
y Binns (1988), modificado por Carneiro (1998).

Diversos trabajos sobre el estudio de la adapta-
bilidad y estabilidad en varios cultivos, a través
del uso de diferentes metodologias, han sido
publicados en la literatura existente sobre arroz
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(Muthuramu et al., 2011; Acevedo et al., 2010);
avena blanca (Lorencetti et al., 2004), cafia de
azucar (Reay Souza, 2002), caraota (Pereira et al.,
2009 b; Carbonell et al., 2004; Piana et al., 1999),
centeno (Jalata, 2011); lenteja (Karimizadeh et al.,
2013), papa (Roa et al., 2010), soya (Pereira et al.,
2009a) y en maiz (Oliveira et al., 2014; Garcia et
al., 2009; Alejos et al., 2006; Moreira et al., 2006,
Medina et al., 2002; Ribeiro et al., 2000).

En el modelo de Lin y Binns (1988) se considera
como medida para estimar el comportamiento
genotipico, el cuadrado medio de la distancia
entre la media del cultivar y la respuesta media
maxima para todos los ambientes, de modo que,
genotipos con menores valores corresponden a
los de mejor desempefo. Este método pondera
las desviaciones de comportamiento de los
cultivares en los ambientes, o sea, considera la
estabilidad de comportamiento. Ademas, toma
en consideracién el rendimiento del genotipo y la
respuesta relativa a un genotipo hipotético que es
una medida de adaptabilidad.

Cruz et al. (1989) presentan una extensién de la
metodologia propuesta por Silva y Barreto (1985),
tornandola operacionalmente mas simple y con
propiedades estadisticas mas adecuadas a los
propositos del mejoramiento.

El método de Cruz et al. (1989) se basa en la
regresion bisegmentada y tiene como parametros
de adaptabilidad la media (B,), la respuesta lineal
a los ambientes desfavorables (B,) y la respuesta
lineal a los ambientes favorables (B, + B,).

La estabilidad es evaluada por el cuadrado medio
de los desvios de la regresion y por el coeficiente
de determinacion R2. Ambientes desfavorables son
los que presentan indices ambientales negativos,
mientras que los favorables son aquellos cuyos
indices ambientales son positivos.

En los ultimos anos, trabajos cientificos realizados
en el pais utilizando alguno de estos dos ultimos
métodos en cultivares de maiz, son pocos, se
conocen los siguientes: Matzavrako (2006) y San
Vicente et al. (2005).

Considerando los aspectos citados, se desarrollé
el presente trabajo, con el objetivo de detectar la
presencia de la interaccién genotipo por ambiente,
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asi como conocer la adaptabilidad y la estabilidad
de distintos hibridos de maiz sometidos a dife-
rentes condiciones ambientales en diversas zonas
de produccion del rubro.

MATERIALES Y METODOS
Genético

Fueron evaluados dieciocho hibridos experimentales
y comerciales de maiz de granos blanco y amarillo
(Cuadro 1), de los cuales doce correspondieron a
hibridos experimentales (siete de granos blanco
y cinco de granos amarillo) generados por el
programa de mejoramiento genético de maiz del
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA) y seis hibridos comerciales (tres de granos
blancos: 'Pioneer 4082W', 'DK 370"y 'D1A-255'y
tres de granos amarillos: 'Dow 2B-710', "Pioneer
30F35' y 'DK 1596') utilizados como testigos.

Localidades de evaluacion

La evaluacion experimental de los hibridos
fue realizada en el afio agricola 2012, en siete
localidades diferentes ubicadas en los estados
Portuguesa, Yaracuy, Aragua, Barinas y Guarico
(Cuadro 2).

Disefio experimental

Los dieciocho hibridos fueron sembrados en
un mismo experimento en cada localidad,
utilizando el diseio experimental bloques
completos aleatorizados con tres repeticiones.
Cada parcela estuvo constituida por dos hileras
de 5 m, sembradas con dos semillas por punto
cada una y después de 25 dias se realizo el
entresaque dejando 25 plantas por hilera, fueron
cosechadas las dos hileras de forma integral.
El espaciamiento fue de 0,20 m entre plantas
y 0,80 m entre hileras para una poblacion de
aproximadamente 62.500 plantas ha™.

Cuadro 1. Hibridos de maiz evaluados en 7 localidades de Venezuela en el ciclo de lluvias de 2012.

Entrada Cultivar Tipo Color de grano Origen
G, Exp B-1 Simple Blanco INIA
G, Exp B-2 Simple Blanco INIA
G, Exp B-3 Simple Blanco INIA
G, Exp B-4 Simple Blanco INIA
G, Exp B-5 Simple Blanco INIA
G, Exp B-6 Simple Blanco INIA
G, Exp B-7 Simple Blanco INIA
G, Exp A-1 Simple Amarillo INIA
G, Exp A-2 Simple Amarillo INIA
G, Exp A-3 Simple Amarillo INIA
G, Exp A-4 Simple Amarillo INIA
G, Exp A-5 Simple Amarillo INIA
G, Pioneer 4082W Simple Blanco Pioneer
G, DK 370 Simple Blanco Monsanto
G, D1A-255 Simple Blanco Danac
G Dow 2B-710 Simple Amarillo Dow Agrosciences
G, Pioneer 30F35 Triple Amarillo Pioneer
G, DK 1596 Simple Amarillo Monsanto
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Cuadro 2. Localidades de evaluacion de los experimentos.
Estado Municipio Localidad Coorde’n_adas m.s.n.m.
geograficas
Santa Ana (1), 09°32’'N
AguaBlanca o6 Exp. INIA Portuguesa 69°6'W 196
Portuguesa Turén (2) 09°16'N
. urén (2),
Villa Bruzual Campo Exp. INIA Portuguesa 69°5’'W 275
. . Mayurupi (3), 10°7°31”"N
Jose A.Paez oo mo0 Exp. INIA Yaracuy 69°2'6"W 320
Y
aractly José A. Paez Sabana de Parra (4), 10°5'30”N 370
' Finca La Blanquera 69°1°'30"W
Magdaleno (5), 10°02°'N
Aragua Zamora  ampo Exp. HIMECA 67°34'W 415
. , Punta Gorda (6), 08°32'43"N
Barinas Barinas Campo Exp. INIA Barinas 70°08’32"W 180
- . Tucupido (7), 09°16’N
Guarico Ribas Finca Roblecito 65°47'W 150

Caracter evaluado

En los experimentos fue evaluado el caracter
produccion de granos (PG) como el peso total
de granos de la parcela, expresado en gramos
por parcela. A partir del PG fue calculado el
rendimiento de granos (RG) corregido para 12%
de humedad y transformado a toneladas por
hectarea (t ha™). Al rendimiento de granos se le
realiz6 el analisis de covarianza para el ajuste de
los datos, utilizando el promedio del numero de
plantas de la parcela como covariable.

Todos los ensayos fueron sembrados y cosechados
en forma manual. El manejo agronémico estuvo
acorde con las recomendaciones técnicas
sugeridas para el cultivo en cada region.

Analisis de varianza

Todos los analisis de varianza individuales y
el combinado fueron realizados, por medio del
programa computacional SAS (SAS Institute,
2003). Antes de efectuarlos se probd la distribucion
normal de los residuos, a través de la prueba
de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965) y la
homogeneidad de las varianzas de los residuos
entre las localidades, a través de la prueba de
Hartley (Hartley, 1950).
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En la derivacion de los cuadrados medios
esperados y para la realizacion de las pruebas
de F, los cultivares se consideraron efectos fijos,
mientras que las repeticiones, localidades y las
interacciones con localidades fueron consideradas
efectos aleatorios.

El analisis de varianza combinado fue realizado
segun el modelo estadistico siguiente:

Y;'/‘k =utgt+il + r(l)ﬂk) +gl, + € Ecuacion 1
En que: Y, se refiere al valor observado del
i-6simo genotipo o cultivar en la j-ésima repeticion
de la k-ésimalocalidad; u : es el efecto de la media
general; g, : es el efecto fijo del i-6simo genotipo,
coni=1,.,18;r(),,: es el efecto aleatorio de la
J-ésima repeticion en la k-ésima localidad, con j
=1,.,3; [ esel efecto aleatorio de la k-ésima
localidad, con &k = 1,..., 7; (gl,) es el efecto
aleatorio de la interaccién del i-ésimo genotipo o
cultivar con la k-ésima localidad, €. €s el error
asociado a la observacion Y ..

El anadlisis de varianza combinado se efectud
sobre el rendimiento de grano a 12% de humedad
expresado en t ha™ a través de las 7 localidades,
considerando un modelo mixto.
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Analisis de estabilidad

La deteccion de significancia en la IGA justifica
una particion y analisis mas detallado de este
componente de varianza, en virtud que el
método tradicional de analisis de varianza es
poco informativo acerca de IGA y se utiliza para
pocos ambientes. En tal sentido, la particién y
analisis de IGA para el estudio de la estabilidad
y adaptabilidad de cultivares, posterior a la
deteccion de la misma, fue realizada a través de
las metodologias propuestas por a) Lin y Binns
(1988) y b) Cruz, Torres y Vencovsky (1989):

a) Método de Lin y Binns

Se basa en la estimacion de un parametro de
adaptabilidad y estabilidad conocido como
indice de superioridad (Pi), a través del cual la
estabilidad de un cultivar se evalua mediante la
suma de cuadrados de las diferencias entre el
potencial productivo del cultivar de interés con el
maximo rendimiento observado en cada localidad
(maximas desviaciones del rendimiento), de modo
que, genotipos con menores valores corresponden
a los de mejor desempenio, para tal fin, se calcula
Pi de acuerdo a la siguiente ecuacion:

2 (%-saam)?

2n

Ecuacion 2

donde:

Pi= indice de superioridad y estabilidad del genotipo i;
)?,-,: Rendimiento o promedio del genotipo i en la
localidad j;

Max =Rendimiento o promedio maximo en la localidad /;
n= Numero de localidades o ambientes evaluados;

Este Pi se calcula a partir de la suma de cuadrados
de las diferencias entre el genotlpo deinterés (X )
con respecto al genotipo de maximo rendimiento
de cada ambiente (Max) Pi representa el
cuadrado medio del efecto conjunto de genotipos
e IGA y por ser calculado con referencia a la
maxima respuesta, determina la estabilidad del
genotipo considerado.

En esta metodologia el genotipo estable es el que
presenta menor Pi, y cuando Pi es un valor inferior
al cuadrado medio del error del analisis de varianza
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conjunto, esto indica que existe paralelismo entre
la respuesta maxima y el genotipo particular, lo que
facilita al fitomejorador la toma de decisiones, ya
que selecciona unicamente con base al indice de
superioridad; en caso contrario, debe examinar
la adaptabilidad de cada genotipo en cada
ambiente particular. El analisis de varianza se
utilizé para determinar la significancia del indice de
superioridad de cada genotipo segun lo indicado
por Lin y Binns (1988).

Para describir el patrén de respuesta general entre
todos los cultivares, fue calculado el coeficiente
de la regresién (Bi) de Finlay y Wilkinson (1963)
sobre el indice ambiental, siendo que, valores de
Bi inferiores a 0,7 indican genotipos adaptados a
ambientes desfavorables y valores de Bi superiores
a 1,3 genotipos adaptados a ambientes favorables.

El coeficiente de variacion (CV) de cada cultivar
fue calculado como el cociente entre la desviacion
estandar y la media general del i-ésimo cultivar
multiplicado por 100, a través de la siguiente
ecuacion:

. —
!;’fj (X"f—xD
\ n-1
CVX, (%) = 7 x 100 Ecuacion 3
donde:

Xy: Rendimiento del cultivar i en la localidad j;

)7,: Rendimiento o promedio del cultivar i a través de
las localidades;
n= Numero de localidades o ambientes evaluados;

b) Método de Cruz, Torres y Venkovsky

Se basa en la regresion lineal bisegmentada, que
tiene como parametros de adaptabilidad la media
(B,) Y larespuesta a los ambientes desfavorables
(B,)y alos favorables (B, + B,). La estabilidad fue
evaluada por las desviaciones de la regresion (¢°5,)
de cada genotipo en relacion a las variaciones del
ambiente y por el coeficiente de determinacion R?,
conforme al modelo siguiente:

Y,=B,+B,1+B, T(Ij) +o0% +gl + ¢, Ecuacion4
Donde: Y:es la media del i-ésimo genotipo en
el j- ésimo ambiente; B . es la media general de
productividad del /-eSImo genotlpo através de todos
los ambientes; B,: es el coeficiente de regresion
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lineal que da la respuesta del i-ésimo genotipo ala
variacion en los ambientes desfavorables, I:esel
indice ambiental codificado conforme propu3|eron
Eberhart y Russell (1966); B, . es el coeficiente de
regresion lineal que informa sobre el diferencial de
respuesta del i-ésimo genotipo a la variacion en
los ambientes favorables, T(l) 0, si l <06 T(l) =
[-1*si l> 0, siendo la media de los lj posmva 025

és [a varianza de la desviacion de la regresion del
i-ésimo genotipo a la variacién de los ambientes;
¢, es el error experimental del analisis combinado.
La significancia de los parametros de adaptabilidad
y estabilidad fue calculada segun Cruz et al. (2004).

En esta metodologia el genotipo ideal es aquel
que presenta alto rendimiento (B, superior a la
media general), alta estabilidad con buen ajuste
del modelo (¢%.= 0 y R* > 80%), baja sensibilidad
a ambientes desfavorables (B, < 1) y responde
positivamente a mejoras del ambiente (B, + B, > 1),
Ferreira et al. (2006).

Para realizar la comparacion entre estas meto-
dologias, se estimd la correlacion de Spearman
entre los 6rdenes de clasificacién de los genotipos
obtenidos con base en los parametros de
adaptabilidad y estabilidad. En cada método,
fue establecido un orden de clasificacién en
cuanto a la adaptabilidad y estabilidad, utilizando
procedimientos semejantes a los descritos por
Silva y Duarte (2006) y Pereira et al. (2009 b).
Los parametros de adaptabilidad y estabilidad
proporcionados por cada método, fueron utilizados
con igual peso para la definicién de la clasificacion
de los cultivares.

En el método de Lin y Binns, los genotipos fueron
ordenados por los estimados de Pi para todos
los ambientes, colocando en el primer lugar el
genotipo con menor valor.

En el método de la regresion lineal bisegmentada,
los genotipos fueron ordenados por los estimados
de los parametros, B, B, + B, y 0’5, de la siguiente
manera: Para el estimado del parametro B, el
genotipo que presento el menor valor fue colocado
en el primer lugar, para el estimado del parametro
0’5, fue realizado el mismo procedimiento que para
el parametro B,, mientras que para el estimado
del parametro B, + B, el genotipo que presentd
el mayor valor fue colocado en el primer lugar.
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Posteriormente, fue calculado el posicionamiento
medio de cada genotipo, obteniéndose la media
de las clasificaciones para cada parametro. Esas
medias fueron ordenadas en orden creciente y
los genotipos con menor valor fueron los mas
estables y adaptados. En lo que respecta al
calculo de la correlacion se utilizé el programa
Infostat version 1.0 (Di Rienzo et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 3 se presenta un resumen del analisis
de varianza de cada ensayo, observandose que en
todos los ensayos hubo diferencias significativas
(P<0,01) entre los hibridos, lo que revela un compor-
tamiento diferencial de los cultivares, dentro de cada
localidad.

Los coeficientes de variacion obtenidos de los
ensayos oscilaron de 6,70% a 17,42%, confiriendo
buena precision a los mismos. Las medias
generales de las localidades variaron de 4,47 t ha™
(Punta Gorda) a 9,07 t ha' (Santa Ana), mientras
las localidades de Magdaleno y Tucupido,
presentaron rendimientos medios superiores a
la media general (6,44 t ha™).

La variacion en las medias y los coeficientes
de variacién de los ensayos posiblemente se
deba a diferencias en las condiciones climaticas,
especialmente a las cantidades y distribucion de
las lluvias y a las condiciones de suelo de las
localidades en que se condujeron los ensayos,
lo que se reflejo también en el comportamiento
diferencial de los hibridos en esas localidades
(Cuadro 4). Valores de los coeficientes de
variacion y promedios de los rendimientos en
grano de la misma magnitud fueron reportados
por Garcia et al. (2009).

En efecto, en el Cuadro 4 se constata que el
analisis de varianza combinado revel6 diferencias
significativas (P<0,01), por la prueba de F, en
cuanto a localidades, hibridos e interaccion
hibridos por localidad, lo que evidencia diferencias
entre las localidades y entre los hibridos. Ademas,
muestra que el comportamiento de los hibridos
no fue coincidente en las diferentes localidades,
este hecho dificulta la identificaciéon de cultivares
que puedan ser recomendados para todas las
localidades evaluadas, justificando estudios mas
detallados de esa interaccion.
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Cuadro 3. Resumen del andlisis de varianza del rendimiento en grano (t ha') de 18 hibridos

de maiz en cada ensayo'.

Cuadrados medios

Localidad Media C. V.
Repeticiones Hibridos Error (t ha?) (%)
Santa Ana 0,8240 2,0044** 0,6702 9,07 9,03
Turén 1,4483 6,9877* 0,3125 5,24 10,68
Mayurupi 4,3263 5,2355* 0,7318 4,91 17,42
Sabana de Parra 3,0544 4,1641** 0,3239 6,34 8,98
Magdaleno 0,8969 1,7194** 0,3233 8,48 6,70
Punta Gorda 0,0351 2,8723* 0,3014 4,47 12,28
Tucupido 0,1509 2,6612* 0,8105 6,59 13,66

'Grados de libertad de repeticiones = 2; Hibridos = 17; Error = 34
** Diferencias significativas al 1% de probabilidad por la prueba de F.

Cuadro 4. Analisis de varianza combinado del rendimiento
en grano para 18 hibridos de maiz evaluados en
7 localidades de Venezuela, en el aio 2012.

Fuentes de variacion G.L. Cuadrados medios
Loc (L) 6 169,15*
Rep(Loc) 14 1,53**
Hibridos (H) 17 12,71*
HxL 102 2,16™*
Error 238 0,50**

CV (%) 10,93

Media 6,44

**Significativo al 1% de probabilidad por la prueba de F.

Interacciones GA significativas, han sido encon-
tradas en investigaciones previas, evaluando la
estabilidad fenotipica de cultivares de maiz en
algunas de las localidades consideradas en este
estudio (Garcia et al., 2009; San Vicente et al.
2005; Medina et al. 2002).

El rendimiento en grano promedio de los cultivares
(Cuadro 5) varié de 8,16 tha™' (DK 1596) a 5,06 tha™
(D1A-255) evidenciando el potencial productivo del
cultivo en las localidades evaluadas.

En el Cuadro 5 se presentan las medias por locali-
dades y por cultivares, el CV del RG para cada
cultivary el desempefio por genotipo en comparacion
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a la media de los testigos, tomando en cuenta para
comparar los hibridos amarillo, la media de los
testigos amairillo y para los hibridos blanco, la media
de los testigos blancos, asi como los estimados del
coeficiente de regresién (Bi) y el estadistico (Pi)
segun la metodologia de Lin y Binns (1988).

Las localidades Santa Ana (estado Portuguesa)
y Magdaleno (estado Aragua) fue donde los
cultivares expresaron mejor su potencial productivo,
predominando condiciones favorables al cultivo y
alcanzando estas localidades medias, RG de 40,77
y 31,69%, superiores a la media general de los
experimentos, respectivamente.
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Cuadro 5. Medias de rendimiento y estimados de los parametros de adaptabilidad y estabilidad de 18
hibridos de maiz en siete localidades de Venezuela.

Rendimiento (t ha')/localidad

Rend.

- . CV  Testigo P!
Hibridos 1 2 3 4 5 6 7 ?:Iigl?) (%) (%)g B (t h'a“)
DK 1596 9,63 820 845 6,85 10,23 547 828 8116 19,72 1000 0,70 0,44
Exp A-1 954 789 662 780 883 594 629 756 17,76 926 0,63 0,86
Exp A-4 10,14 6,80 548 783 858 656 6,17 7,37 2169 90,3 0,78 1,13*
Exp A-2 9,80 6,01 507 7,03 8,78 425 68 683 2873 837 1,09 1,38*
Exp B-4 10,33 494 536 7,21 931 408 7,03 690 3345 1116 1,31 1,44*
Exp A-5 965 642 530 58 849 481 561 659 2720 808 093 1,48*
Exp A-3 937 596 493 7,00 831 565 550 6,67 2448 81,8 0,84 1,49*
Dow 2B-710 981 434 6,23 597 834 494 6,84 6,64 28,71 814 099 1,51*
Pioneer 30F35 851 4,73 518 564 912 419 761 6,43 3049 788 1,04 1,65*
Exp B-1 833 419 459 695 873 441 799 645 31,06 1045 1,03 1,75
DK 370 881 494 501 572 866 388 6,23 6,18 30,63 1000 1,06 1,75
Exp B-2 894 385 434 724 877 364 751 6,33 36,71 1024 1,24 1,88*
Exp B-5 869 4,07 4,04 693 828 442 661 6,15 3223 995 1,07 191*
Pioneer 4082W 9,31 6,03 2,92 6,72 825 4,09 559 6,13 3632 992 1,15 1,98*
Exp B-6 7,02 333 450 599 792 416 6,76 567 2999 91,7 085 2,19*
Exp B-7 835 529 349 474 792 235 579 542 40,28 87,7 1,18 2,33*
Exp B-3 8,77 226 368 562 655 4,09 724 546 41,37 883 1,09 248"
D1A-255 827 497 322 299 765 358 475 506 4190 81,9 1,06 2,58*

*Significativo al 5% de probabilidad segun la prueba de F. 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se refieren a las localidades de Santa Ana,
Turén, Mayurupi, Sabana de Parra, Magdaleno, Punta Gorda y Tucupido, respectivamente. 'Raiz cuadrada de P.. Estimados
de los parametros de adaptabilidad (B)) y estabilidad (P,) segun el método de Lin y Binns (1988), ordenados por valores de

i

la raiz cuadrada de P.

En este sentido, las localidades Punta Gorda
(estado Barinas), Mayurupi (estado Yaracuy) y
Turén (estado Portuguesa), presentaron medias
de RG inferior a la media general en 30,59, 23,76
y 18,77%, respectivamente. Las localidades
Tucupido (estado Guarico) y Sabana de Parra
(estado Yaracuy) presentaron RG medios
similares a la media general de los experimentos.

En cuanto a los genotipos, los hibridos D1A-255
(testigo blanco) y Exp B-3 fueron los que mostraron
la mayor variaciéon en el RG, evidenciado por
presentar los mayores valores del CV (41,90%
y 41,37%, respectivamente), siendo a su vez
estos hibridos, los que presentaron los menores
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valores del RG, asi como el menor desempefio en
comparacion al promedio de sus testigos.

Los cultivares DK 1596 y Exp A-1 presentaron
RG mas homogéneos a través de las localidades,
mostrandose por consiguiente como los de
menor variacion del RG (CV de 19,72 y 17,76%,
respectivamente), en granos mayores y de mejor
desempefio en comparacion al promedio de sus
testigos.

En términos generales los hibridos experimentales
amarillos mostraron, en promedio, RG superior a
los hibridos blancos en 15%, igual comportamiento
presentaron los testigos amarillos en relacién a los
testigos blancos.
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Estimados de los parametros de adaptabilidad
y estabilidad (P,) mostraron que dentro de los
cultivares evaluados, los hibridos DK 1596 y
Exp A-1 no presentaron diferencias significativas
para este parametro y pueden ser seleccionados
como no diferentes de la respuesta maxima del
RG, por lo tanto, presentan un comportamiento
mas previsible a las localidades incluidas en este
estudio, siendo considerados como estables,
mientras que el resto de los hibridos presentaron
valores P, estadisticamente significativos por lo
gue no son estables.

No obstante, apesar que el hibrido ExpA-1, presentd
un valor de P, no significativo, considerandose
estable, fue el unico cultivar que obtuvo un valor de
B inferiora 0,70, por lo que es un cultivar adaptado
a localidades desfavorables, ubicandose como
segundo cultivar mas rendidor en las localidades
de Punta Gorda, Mayurupi y Turén.

La estabilidad en este método estuvo siempre
asociada a mayor productividad de los cultivares,
Carbonell et al. (2004) evaluando 18 cultivares
de frijol en 23 ambientes identificaron cuatro
cultivares estables, estos cultivares pertenecian
al grupo mas productivo.

Lin y Binss (1988) sefalan que la adaptabilidad
especifica de un cultivar puede ser identificada
considerando la respuesta maximay la respuesta
del cultivar de interés sobre la media de la
localidad, asi como del valor del coeficiente de
la regresion B, por lo que el hibrido Exp B-4 es
un cultivar adaptado a localidades favorables,
en virtud que este hibrido obtuvo un valor de
B, superior a 1,30 ubicandose como el primero
y segundo cultivar de mayor rendimiento en
las localidades de Santa Ana y Magdaleno,
respectivamente.

El Cuadro 6 muestra el analisis de regresion segun
la metodologia propuesta por Cruz et al. (1989), se
observa que hay respuestas significativas (P<0,01)
a las variaciones ambientales tanto en los ambientes
favorables como en los desfavorables, para todos
los hibridos, excepto para el hibrido Exp B-7,
evidenciado por la significancia de los cuadrados
medios de la regresion lineal bisegmentada.

Observandose los estimados de los parametros
de adaptabilidad y estabilidad (Cuadro 6), se
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nota que los rendimientos medios de granos (B,)
variaron de 5,06 t ha' (D1A-255) a 8,16 t ha1
(DK 1596), con media de 6,44 t ha', revelando
el buen comportamiento productivo de los
hibridos evaluados. Cultivares con rendimientos
medios superior a la media general son los mejor
adaptados (Vencovsky y Barriga, 1992).

Los materiales con rendimientos superiores a
la media general (B, > 6,44) expresaron buena
adaptacion, destacandose entre ellos los hibridos
DK 1596, Exp A-1, Exp A-4, Exp B-4, Exp A-2 y
Exp A-3, Dow 2B-710, Exp A-5 y Exp B-1.

Entre los cultivares que presentaron buena
adaptacion se verifico que el estimado B,, el
cual evalua el desempefo de los materiales
en condiciones desfavorables, revelé que la
mayoria de estos hibridos son exigentes en esas
condiciones (B, estadisticamente significativos),
a excepcion de los hibridos Exp A-2 y Dow 2B-
710, no obstante, el hibrido Exp A-2 presenta un
B, >1.

El estimado de B, + B,, que evalla las respuestas
de los materlales en Ios ambientes favorables,
evidencio, que el cultivar Dow 2B-710 responde a
las mejoras del ambiente (B, + B, > 1).

En esta metodologia la previsibilidad de un cultivar
puede ser evaluada a través de la varianza de
los desvios de la regresién y del estimado del
coeficiente de determinacion (R’), expresando
mejor la estabilidad de rendimiento en grano en
las localidades consideradas ;FALTA ALGO?
aquellos cultivares que presenten valores de R’
superiores al 80%.

Los hibridos Exp A-1, Exp A-2, Exp A-3, Exp A-5,
Exp B-1, Exp B-4, Pioneer 30F35 y DK-370 se
destacan como aquellos con comportamiento
medio de mayor previsibilidad o estabilidad
(6’6, = 0, cuadrados medios de los desvios de
la regresién no significativos), para los demas
cultivares se tiene ¢°5, # de cero.

El coeficiente de determinacion puede variarde O a
100%, se puede inferir que los hibridos evaluados
presentaron un alto nivel de previsibilidad o estabi-
lidad, una vez que solo tres de ellos presentaron
valores de R’inferiores a 80%.
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Considerando los parametros de adaptabilidad y
estabilidad mostrados en el Cuadro 6, se evidencia
que el cultivar ideal propuesto por el modelo de
regresion lineal bisegmentado (B, > media general,
B .<1,B +B,>1,06=0, yR2>80%)nofue
encontrado en Ios thI’IdOS evaluados.

Estudiando la adaptabilidad y estabilidad
fenotipica de cultivares de maiz, Brito et al.
(2005), Vendruscolo et al. (2001) y Carvalho et
al. (2000), no lograron identificar el cultivar ideal
en los cultivares por ellos evaluados.

De forma semejante, no fue encontrado cualquier
cultivar que cumpla todos los requisitos necesarios
para la adaptabilidad a ambientes desfavorables,
0 sea, que presente rendimiento medio de granos
alto (B, > media general), B, y B, + B, el menor
posible (B, < 1, menos exigente en condiciones
desfavorablesy B, + B, < 1, no responda a mejoras
del ambiente); resultados que son coincidentes a
los obtenidos por Brito et al. (2005).

El cultivar Dow 2B-710 resulté mas adaptable
a condiciones favorables, ya que exhibio B, >
media general, B,<1y B, +B,>1,no obstante
puede también ser recomendado para este tipo
de ambientes el cultivar Exp B-4, por exhibir B>
media general y ser exigente en las condiciones
desfavorables (B,> 1), ya que responde a las
mejorias del ambiente (B, + B, > 1).

Las localidades Santa Ana, Magdaleno y Tucupido
fueron las de mayor potencial productivo,
considerandose ambientes favorables, ya que
presentaron indices ambientales positivos, mientras
que Punta Gorda, Mayurupi, Turén y Sabana de
Parra son consideradas ambientes desfavorables
por sus indices ambientales negativos.

Estos resultados, en parte, coinciden con los
reportados por San Vicente et al. (2005) y son
contrarios a los reportados por Garcia et al. (2009);
los primeros autores consideraron a Turén como
una localidad discriminatoria de los genotipos y
Punta Gorda como una localidad neutra, mientras
que Garcia et al. (2009) reportan lo opuesto. Esta
falta de correspondencia entre las localidades
puede atribuirse a la variacién ambiental que
se presenta a través del tiempo y demuestra
la importancia de realizar las evaluaciones en
multiples localidades, periédicamente.
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El estimado del coeficiente de correlacion de
Spearman (r = 0,25), entre los 6rdenes de
clasificacion de los genotipos obtenidos, con
base en los parametros de adaptabilidad y
estabilidad de los métodos indice de superioridad
y regresion lineal bisegmentada, presentdé un
valor no significativo segun la prueba de t de
Student, indicando que esos métodos pueden
ser utilizados en conjunto y asi proporcionar
informacién complementaria de la adaptabilidad
y estabilidad de los cultivares evaluados.

Similar resultado fue obtenido por Pereira et
al. (2009 b) comparando estas metodologias,
obteniendo un valor no significativo del coeficiente
de correlacién de Spearman de 0,15. Silva y
Duarte (2006) tampoco encontraron correlacion
entre el método de Lin y Binns y métodos que
utilizan la regresién, sefialando que métodos
basados en diferentes principios deben ser
utilizados en conjunto.

El modelo de regresion lineal bisegmentada
permitié identificar mayor cantidad de genotipos
estables en relacion al método del indice de
superioridad, esto posiblemente se deba a
que el método proporciona mayor cantidad de
informacion relacionada al comportamiento
de los cultivares a través de los ambientes o
localidades. Oliveira (1976) verific6 que los
métodos que se basan en un mayor numero de
parametros de estabilidad son mas eficientes
para la caracterizacion de genotipos en cuanto
a la estabilidad.

CONCLUSIONES

El modelo de Lin y Binns permitié recomendar
como estables los cultivares DK 1596 y Exp A-1,
mientras que el modelo de Cruz y colaboradores
identificé como estables a los hibridos Exp A-1,
Exp A-2, Exp A-3, Exp A-5, Exp B-1, Exp B-4,
Pioneer 30F35 y DK-370.

El modelo indice de superioridad y el de regresion
lineal bisegmentada, identificaron al hibrido Exp
A-1 como estable y al Exp B-4 como el cultivar
mejor adaptado a condiciones ambientales
favorables.

El modelo de la regresion lineal bisegmentada fue
mas discriminatorio que el indice de superioridad
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en cuanto al estudio de la adaptabilidad y
estabilidad de los cultivares.

Los hibridos Exp A-1 y Exp B-4 mostraron un
buen comportamiento productivo en las diferentes
localidades de evaluacion, por lo que se sugiere
su inclusion en los ensayos de validacion
agrondmica de cultivares del Servicio Nacional
de Semillas (SENASEM) para el otorgamiento
de la elegibilidad.

La débil asociacion (r = 0,25) entre los métodos
de Linn y Binns y el de Cruz y colaboradores
producen clasificaciones genotipicas diferentes
en cuanto a la estabilidad fenotipica y, unida a
la complementariedad de sus informaciones,
permite indicar su uso combinado en estudios de
adaptabilidad y estabilidad fenotipica.
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