UNIVERSIDAD RAFAEL LANDIVAR
FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS
LICENCIATURA EN CIENCIAS AGRICOLAS CON ENFASIS EN CULTIVOS TROPICALES

EFECTO DEL CULTIVO in vitro SOBRE LA VARIACION

GENETICA Y FENOTIPICA EN CANA DE AZUCAR VARIEDAD CG98-10
TESIS DE GRADO

ALDO OMAR SALAZAR OCHOA
CARNET 21007-08

ESCUINTLA, FEBRERO DE 2015
SEDE REGIONAL DE ESCUINTLA



UNIVERSIDAD RAFAEL LANDIVAR
FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS
LICENCIATURA EN CIENCIAS AGRICOLAS CON ENFASIS EN CULTIVOS TROPICALES

EFECTO DEL CULTIVO in vitro SOBRE LA VARIACION

GENETICA Y FENOTIPICA EN CANA DE AZUCAR VARIEDAD CG98-10
TESIS DE GRADO

TRABAJO PRESENTADO AL CONSEJO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS

POR
ALDO OMAR SALAZAR OCHOA

PREVIO A CONFERIRSELE

EL TiTULO DE INGENIERO AGRONOMO CON ENFASIS EN CULTIVOS TROPICALES EN EL GRADO
ACADEMICO DE LICENCIADO

ESCUINTLA, FEBRERO DE 2015
SEDE REGIONAL DE ESCUINTLA



AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD RAFAEL LANDIVAR

RECTOR: P. EDUARDO VALDES BARRIA, S. J.

VICERRECTORA ACADEMICA: DRA. MARTA LUCRECIA MENDEZ GONZALEZ DE PENEDO

VICERRECTOR DE DR. CARLOS RAFAEL CABARRUS PELLECER, S. J.

INVESTIGACION Y

PROYECCION:

VICERRECTOR DE P. JULIO ENRIQUE MOREIRA CHAVARRIA, S. J.

INTEGRACION UNIVERSITARIA:

VICERRECTOR LIC. ARIEL RIVERA IRIAS

ADMINISTRATIVO:

SECRETARIA GENERAL: LIC. FABIOLA DE LA LUZ PADILLA BELTRANENA DE
LORENZANA

AUTORIDADES DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS

DECANQO: DR. ADOLFO OTTONIEL MONTERROSO RIVAS
VICEDECANA: LIC. ANNA CRISTINA BAILEY HERNANDEZ
SECRETARIA: ING. REGINA CASTANEDA FUENTES

DIRECTOR DE CARRERA: MGTR. LUIS MOISES PENATE MUNGUIA

NOMBRE DEL ASESOR DE TRABAJO DE GRADUACION
MGTR. JOSE LUIS QUEME DE LEON

TERNA QUE PRACTICO LA EVALUACION
MGTR. HECTOR ALFREDO SAGASTUME MENA

ING. LUIS GERARDO MOLINA MONTERROSO
LIC. CARLOS DANILO SANTIZO SOLLER



Guatemala, febrero 19 de 2015

Honorable Consejo
Facultad de Ciencias Ambientales y Agricolas
Campus Central Universidad Rafael Landivar

Guatemala

Honorables Senores:

Por este medio comunico a ustedes que he concluido la asesoria al estudiante Aldo Omar

Salazar Ochoa en el trabajo de tesis titulado

EFECTO DEL CULTIVO in vitro SOBRE LA VARIACION GENETICA Y FENOTIPICA
EN CANA DE AZUCAR VARIEDAD CG98-10.

Para el desarrollo de dicha tesis se necesitd el conocimiento de descriptores de caracterizaciéon
de la cafa de azucar, multiplicacion de semilla agamica, cultivo in vitro, marcadores

moleculares y métodos estadisticos multivariados.

Por el aporte técnico y cientifico de ésta investigacion y por ser uno de los primeros trabajos
que se han realizado en variacion genética y fenotipica, no tengo ningun inconveniente en emitir
ésta carta de aprobacion, puesto que reune los requisitos que exige la facultado previo a optar

al titulo de Ingeniero Agronomo en el grado académico de Licenciado.

Atentamente,

Colegiado No. 636



_, _ L Universidad FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES Y AGRICOLAS
:2¢ Rafael Landivar No- 06265-2018

Tradicion Jesuita en Guatemala

Orden de Impresién

De acuerdo a la aprobacion de la Evaluacion del Trabajo de Graduacion en la variante Tesis
de Grado del estudiante ALDO OMAR SALAZAR OCHOA, Carnet 21007-08 en la carrera
LICENCIATURA EN CIENCIAS AGRICOLAS CON ENFASIS EN CULTIVOS TROPICALES,
de la Sede de Escuintla, que consta en el Acta No. 063-2015 de fecha 31 de enero de 2015, se
autoriza la impresion digital del trabajo titulado:

EFECTO DEL CULTIVO in vitro SOBRE LA VARIACION
GENETICA Y FENOTIPICA EN CANA DE AZUCAR VARIEDAD CG98-10

Previo a conferirsele el titulo de INGENIERO AGRONOMO CON ENFASIS EN CULTIVOS
TROPICALES en el grado académico de LICENCIADO.

Dado en la ciudad de Guatemala de la Asuncion, a los 19 dias del mes de febrero del afo
2015.

R
ING. REGINA CAS
CIENCIA B
_Mniyersida




AGRADECIMIENTOS

A LA UNIVERSIDAD RAFAEL LANDIVAR:
Por ser el centro de estudios que me permiti6 formarme como profesional y a quien

debo este importante logro

A Ml ASESOR:
Dr. José Luis Quemé de Leon.
Por apoyarme en la concepcion, disefio y ejecucion de la investigacion, asi como la

asesoria, revision y correcciéon del informe final.

AL PERSONAL DEL LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE CENGICANA:
Ing. Luis Gerardo Molina Monterroso, Carlos Maddaleno y Victoriano Sut.
Por el apoyo que recibi de ellos para la ejecucion de la investigacion, asi como su

aporte en la obtencion de los resultados de laboratorio.

A MIS COMPANEROS DE TRABAJO:
Carlos Pérez y Julio Pérez.
Agradecimiento especial por el apoyo brindado durante el manejo del experimento en

campo.

A CENGICANA:
Institucidon fundamental en el desarrollo de mi carrera, me brind6 el apoyo para
continuar con mi formacion profesional, ademas de proveerme los recursos necesarios

para el desarrollo de la investigacion.



A DIOS:

A MI PADRE:

A MI MADRE:

A MIS HERMANOS:

A MI ESPOSA E HIJA:

DEDICATORIA

Por acompafiarme en todo momento, brindandome sabiduria
para lograr superarme profesionalmente y por bendecirme

con el alcance de éste importante éxito.

Walter Homero Salazar Barrios (Q.E.P.D.). Por inculcarme
los valores éticos y morales, que me han servido en el

desarrollo personal y profesional de mi vida.

Sabina Cristina Ochoa y Ochoa. A ella debo lo que soy,
porque con su trabajo logré sacarme adelante. Por su amor y
apoyo incondicional le dedico este triunfo, como sefial de

recompensa a sus multiples sacrificios.

Alexander, Erick, Denis, Kevin, Roger. Por los consejos y
apoyo moral brindado. Gracias por formar parte de mi

formacion personal y profesional.

Ingrid Mariana Robles Hidalgo y Ashley Mariana Sherlyn
Salazar Robles. Por su amor, carifio, comprension y apoyo
incondicional en esta etapa de mi vida. Les dedico este logro

porque ustedes son la razén de mis luchas.



Capitulo

VL.

INDICE GENERAL

Contenido
RESUMEN
SUMMARY
INTRODUCCION
MARCO TEORICO

2.1

2.2
2.3
24

Cultivo de tejidos

2.1.1 Cultivo de tejidos en cafa de azucar
Variacién somaclonal en cultivo de tejidos
Caracterizacion molecular de la diversidad

Caracterizacion morfologica de la diversidad

241 Eltallo
2.4.2 Lahoja

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Planteamiento del problema y justificacion de la investigacion

3.1

OBJETIVOS

4.1 General

4.2 Especificos

HIPOTESIS

METODOLOGIA

6.1 Localizacion

6.2 Material experimental

6.3 Factor estudiado

6.4 Descripcion de los tratamientos
6.5 Disefio experimental

6.6 Modelo estadistico

6.7 Unidad experimental

6.8 Croquis de campo

6.9 Etapas y manejo del experimento

6.9.1 Multiplicacion in vitro

6.9.2 Aclimatacion

Pagina

0 N o g b~ WN =

N N DN DN DMNMNDMN A A a0 e = o
W -2 O O O O O © © 00 00 o N o o o o o1 -~



Capitulo

VII.

VI,

XI.

Contenido
6.9.3 Trasplante
6.9.4 Caracterizacion molecular
6.9.5 Caracterizacion morfoldgica
6.10 Variables de respuesta
6.10.1 Patrones de bandas de los tratamientos
6.10.2 Caracteristicas morfologicas de las plantas
6.11  Analisis de la informacion
6.11.1 Variacidon genética
6.11.2 Variacion fenotipica
RESULTADOS Y DISCUSION
71 Caracterizacion molecular
7.1.1 Analisis de los marcadores moleculares
7.1.2 Analisis de la matriz de distancias genéticas
7.1.3 Analisis grafico de las distancias genéticas
7.2 Caracterizacion morfologica
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

Pagina
23
23
25
25
25
25
27
27
28
29
29
29
29
30
32
34
35
36
41



No.

Cuadro 1.
Cuadro 2.
Cuadro 3.

Cuadro 4.
Cuadro 5.
Cuadro 6.
Cuadro 7.

INDICE DE CUADROS

Contenido

Descripcion de los tratamientos evaluados.

Forma de medicion de las caracteristicas morfolégicas de las plantas.
Bandas amplificadas de microsatélites del estudio de comparacion de
subcultivos en cafia de azucar, variedad CG98-10.

Matriz de coeficientes de distancia (1 — S) de los tratamientos evaluados.
Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de los tratamientos.
Matriz binaria de datos generados por los marcadores microsatélite.

Caracteristicas morfoldgicas de los individuos evaluados.

Pagina
19
26

29
30
33
42
46



INDICE DE FIGURAS

No. Contenido Pagina
Figura 1. Formas de entrenudo: A, cilindrico, B, abarrilado; C, constrefido;

D, conoidal; E, obconoidal; y F, curvo. 9
Figura 2. Formas de nudo: A, cilindrico; B, constrefido; C, conoidal; D,

obconoidal. 10
Figura 3. Formas de la yema 11
Figura 4. Tipos de cuello de la hoja: A, deltoide; B deltoide acampanado;

C, deltoide descendente; D, deltoide doble creciente; E, deltoide

deltoide cuadrado; F, cuadrado ascendente; G, cuadrado sub-

creciente; H, cuadrado alto; |, cuadrado creciente; J, cuadrado

estrecho; K, ligular ascendente; L, ligular acampanado; M, doble

creciente estrecho; N, ligular estrecho; O, doble creciente ancho;

P, cuadrado acampanado. 12
Figura 5. Tipos de auriculas: A, auricula ausente; B, transicional; C,auricula

interior calcariforme; D, ambas lanceoladas; E, ambas auriculas

transicional pero una transicional descendente; F, transicional inclinada;

G, recta; H, transicional ascendente; |, dentada; K, deltoide;

L, lanceolada corta; M, unciforme; N, calcariforme; O, falcata;

P, lanceolada larga. 13
Figura 6. Formas de ligulas por grupos. A, Creciente; B, Forma de Correa;

C, Deltoide; D, Arqueada. 14
Figura 7. Variedad CG98-10. 18
Figura 8. Desinfeccién superficial de apices de cafia de azucar 21
Figura 9. Corte del cilindro foliar para la obtencién de discos foliares 22
Figura 10. Siembra de discos foliares en medio de cultivo 22
Figura 11. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre los

tratamientos evaluados, obtenido con el método de agrupamiento
jerarquico UPGMA 31
Figura 12. Croquis de campo 41



EFECTO DEL CULTIVO in vitro SOBRE LA VARIACION GENETICA Y FENOTIPICA
EN CANA DE AZUCAR VARIEDAD CG98-10.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del cultivo in vitro sobre la variacion
genética y fenotipica en la variedad de cafia de azucar CG98-10, a través de la caracterizacion
molecular y morfolégica. El estudio se realizoé en las instalaciones de CENGICANA, produciendo
plantas por cultivo in vitro, hasta un maximo de nueve subcultivos, evaluando los subcultivos 3,
6y 9, junto con un testigo absoluto. Se utilizd el disefio experimental completamente al azar,
con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones. Las variables de respuesta fueron los patrones de
bandas de los tratamientos y las caracteristicas morfolégicas de las plantas (entrenudo, nudo,
yema, cuello, auricula y ligula). El estudio concluye que al multiplicar la variedad CG98-10 a
través de cultivo de tejidos existe un efecto sobre la variacion genética de las plantas. El analisis
de las caracteristicas fenotipicas de las plantas producidas in vitro muestra que no existe ningun
efecto para las seis caracteristicas consideradas, ocasionado por el incremento en el nimero de
subcultivos. Se recomienda evaluar otras variedades de importancia para la Agroindustria
Azucarera Guatemalteca, para determinar si son afectadas fenotipica y genotipicamente por el
incremento en el numero de subcultivos in vitro. Asimismo, para que los datos de esta
investigacion sean validados, se recomienda que cuando se multipliquen plantas por cultivo in
vitro se realice el analisis molecular a los materiales resultantes de los subcultivos, con la
finalidad de disponer de informacién que pueda medir la efectividad del cultivo in vitro en cuanto

a pureza genética.



EFFECT OF in vitro CULTURE ON THE GENOTYPIC AND PHENOTYPIC
VARIATION IN SUGARCANE VARIETY CG98-10.

SUMMARY

The objective of this study was to assess the variation on the genotype and phenotype caused
by tissue culture propagation of sugarcane variety CG98-10, by molecular and morphologic
characterization. The study was done at the CENGICANA facilities, where plants were
regenerated from leaf discs and micropropagated up to nine subcultures. Plants from subculture
3, 6 and 9 as well as control plants were evaluated. A completely random design with four
replications was used and the variables measured were the DNA bands obtained by
polyacrylamide gel electrophoresis and the morphological traits (node, internode, bud, neck,
auricle, and ligule). It was concluded that propagating sugarcane variety CG98-10 by tissue
culture produced genotypic variation among the plants. The analysis made to morphological
traits showed no effect for any of the six measured variables. It is recommended to evaluate
other important varieties and making molecular analysis to the plants obtained by
micropropagation in order to measure the effectiveness of the in vitro culture on maintaining

genetic purity.



|. INTRODUCCION

La cana de azucar es un cultivo de mucha importancia en Guatemala. El pais se encuentra
posicionado como el cuarto mayor exportador de azucar en el mundo, segundo en
Latinoamérica, y tercero en productividad a nivel mundial. En la zafra 2013/14, la produccién de
azucar fue de 2.81 millones de toneladas métricas. La agroindustria azucarera representa el 31
% del valor total de la exportacion agricola guatemalteca y 15.36 % de las exportaciones totales
del pais. Ademas, genera 425,000 empleos directos e indirectos. Durante el afo 2013 el azucar

y la melaza produjeron un ingreso de 978.1 millones de ddélares (ASAZGUA, 2015).

En consecuencia de tal importancia, la industria azucarera ha realizado grandes inversiones en
investigacion para el desarrollo del cultivo. Uno de los aspectos a los que se ha hecho bastante
énfasis es a la propagacion de variedades de alto rendimiento utilizando técnicas tradicionales,
y mas recientemente utilizando biotecnologia. Una de las aplicaciones que tiene la
biotecnologia en cafa de azucar es el cultivo de tejidos como medio de propagacion de semilla.

Este método asegura una alta tasa de multiplicacién de semilla y generacion de plantas sanas.

El problema de aplicar la técnica de cultivo de tejidos en la propagacion de semilla de cafia de
azucar radica en que en ocasiones las plantas manifiestan variantes somaclonales, con lo que
se elimina por completo la posibilidad de mantener la pureza varietal del material obtenido.
Debido a las multiples ventajas que ofrece la propagacién por cultivo de tejidos frente a la
propagacion tradicional por esquejes, es necesario conocer acerca de las variantes que puedan
manifestarse conforme se incrementa el nimero de subcultivos. Esto con la finalidad de

producir semilleros de alta calidad genética.

Por lo tanto, en esta investigacién se evaluo el efecto del nimero de subcultivos en la variacion
genética y fenotipica de plantas de cana de azucar variedad CG98-10, provenientes del cultivo
in vitro. El efecto fue evaluado mediante la caracterizacion molecular y morfolégica de las
plantas obtenidas en los subcultivos 3, 6 y 9, teniendo como testigo plantas producidas
tradicionalmente. Con la informacién generada se logré conocer el nimero maximo de
subcultivos que pueden realizarse sin modificar las caracteristicas de la variedad original. Este
estudio fue llevado a cabo en las instalaciones del Centro Guatemalteco de Investigacion y
Capacitacion de la Cafia de Azucar (CENGICANA).



. MARCO TEORICO

Unos de los pilares basicos para lograr una buena productividad de cafa de azucar al momento
de la cosecha es sin duda la produccién de semilla de alta calidad. La utilizacién de esta semilla
al momento de la siembra es vital y es el comienzo de una buena cosecha que asegure una

adecuada produccién (Quemé, 2012).

Como técnica tradicional, en el cultivo de cana de azlcar se incrementa el material vegetativo
por el método de siembra de esquejes en campo, para su uso como semilla. Esto permite una
tasa de multiplicacién de 1 a 10 en siete meses (Lopez, Ovalle, Orozco y Quemé, 2003). Esto
significa que por una planta de cafia propagada pueden obtenerse un maximo de 10 plantas en

siete meses.

Debido a esta baja tasa de multiplicacion se estudiaron el uso de técnicas como el cultivo de
tejidos, el cual permite tasas de multiplicacion mayores, que en CENGICANA han sido del orden
de 1 hasta 14,000 en siete meses. Esto quiere decir que por cada planta de cafia de azucar
micropropagada pueden obtenerse hasta un maximo de 14,000 plantas en un periodo de siete
meses. Un beneficio adicional de esta técnica es que aplicando el proceso adecuadamente,
permite la obtencion de material vegetativo libre de enfermedades sistémicas, como lo

reportaron Lépez et al. (2003).

Muchas son las ventajas que presenta el cultivo de tejidos vegetales. A las mencionadas se les
pueden agregar las siguientes: a) se pueden conservar una gran cantidad de individuos,
utilizando menos area, es de facil manejo y los costos son menores; b) mayores probabilidades
y facilidades en el intercambio de material vegetal a nivel internacional, debido a que no existe
peligro alguno respecto a la introduccion de enfermedades; c) eliminaciéon del proceso de
cuarentena en la introduccion de variedades; d) regeneracion de plantas sanas a partir de
explantes provenientes de plantas enfermas; e) se pueden multiplicar en cualquier época del
afno; entre otras. Una de sus desventajas es el requerimiento de instalaciones, equipo y mano
de obra especializados (Acevedo et al., 2002; Arribas, 1997; Molina y Melgar, 2012; Navarro y
Vera, 1991).



2.1 Cultivo de tejidos

La técnica de cultivo de tejidos se viene utilizando hace poco mas de 150 afios. Desde
entonces, la técnica ha abarcado tejidos, érganos y células vegetales. La técnica consiste en
cultivar desde apéndices de raiz y tallo, primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de
flores, embriones maduros o inmaduros, hasta segmentos de érganos de tallo y hoja o inclusive
plantas completas. Esto se cultiva sobre un medio nutritivo adecuado y en forma aséptica que
se formula especialmente para el caso, el cual difiere respecto a la especie que se quiera

cultivar, en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad (Navarro y Vera, 1991).

Desde un principio se ha atribuido al botanico aleman Gottlieb Haberlandt la visidn, el
establecimiento del propdsito y el potencial del cultivo de células y tejidos aislados, todo esto en
el afo 1902. Sin embargo, a pesar de sus esfuerzos, no logré6 demostrar sus ideas con
experimentos, debido a que no observé division celular. La técnica de cultivo de tejidos
vegetales tiene su fundamento en el concepto de la totipotencia celular. Esta consiste en la
capacidad que tiene una célula para dividirse y formar una planta completa (Molina y Melgar,
2012; Navarro y Vera, 1991).

Muchas son las aplicaciones del cultivo in vitro, sin embargo, Acevedo et al. (2002) definieron
que una de las mas utilizadas es la multiplicacion de plantas. La verdadera industria de la
micropropagacion se establecio entre los afios 1970 y 1980, la cual ha sido utilizada para definir

las diferentes técnicas empleadas en la multiplicacion de plantas in vitro.

En los ultimos afios esta técnica se ha constituido en una herramienta de gran importancia.
Principalmente ha sido aplicada comercialmente, dadas las ventajas que posee frente a las
técnicas tradicionales de multiplicacién de semilla basica en cultivares que se les dificulta la
produccion de semilla de manera sexual. Se ha utilizado con mayor frecuencia para diversos
usos, entre los cuales se encuentran la seleccion de plantas, cruzamientos, control de
enfermedades y produccién en masa de cultivos de cosecha. La utilizacién de ésta técnica
abarca diferentes plantas, desde hortalizas, forestales y frutales (Acevedo et al., 2002; Arribas,
1997; Molina y Melgar, 2012; Navarro y Vera, 1991).

En cuanto a medios nutritivos para cultivar tejidos, Murashige y Skoog desarrollaron en 1962 un

medio con el cual lograron un rapido crecimiento en tejidos de tabaco. Las sales inorganicas de



ese medio de cultivo se usan en la actualidad con bastante éxito en casi todas las especies

para la mayoria de las investigaciones, pues resulté bastante efectivo (Navarro y Vera, 1991).

Dados los multiples beneficios que se le conocen al cultivo de tejidos ésta técnica no ha sido
ajena a las principales industrias de Guatemala. Desde hace algunos anos se viene aplicando

en cultivos como banano, platano y cafna de azucar (Quemé, 2012).

2.1.1 Cultivo de tejidos en cafia de azlcar

Respecto al cultivo de tejidos en cafa de azucar, Evans et al. y Soto en 1883 y 1994
respectivamente, encontraron que las primeras investigaciones se desarrollaron en Hawai en
1961, en el “Hawaiian Sugarcane Research Center’. Posteriormente, en Taiwan a partir de
1970, se iniciaron las investigaciones de cultivos de tejidos y células para el mejoramiento de la

cana de azucar. Esto tuvo lugar en el “Taiwan Sugar Research Institute” (Arribas, 1997).

Existen dos formas de regenerar plantas de cafa de azucar: de forma directa o indirecta. Esto
se efectla a partir de explantes, considerando un explante como cualquier parte de la planta.
Tanto la forma directa como la indirecta pueden regenerarse por organogénesis (6rganos) o por
embriogénesis (embriones). La forma indirecta implica la formacion inicial de un callo y la
posterior regeneracion de plantas. Se le denomina callo a un conjunto de masas celulares que
se forman a través del continuo crecimiento y division de células, que no se diferencian en
ningun 6rgano o tejido especifico. Existen reportes de regeneracién de plantas de cafa de
azucar de forma directa, a partir de segmentos de hojas jovenes. También se ha reportado
regeneracion indirecta a partir de callo proveniente de semillas germinadas, de primordios

foliares y de meristemos apicales (Molina y Melgar, 2012).

Heinz y Mee realizaron investigaciones en el afio 1969, en donde regeneraron plantas a partir
de callo en cana de azucar, es decir de forma indirecta (Molina y Melgar, 2012). Por otro lado,
Gill, Malhotra y Gosal (2006) realizaron cultivo de tejidos en cafia de azucar a través de
regeneracion directa de brotes a partir de segmentos de hojas jovenes de las variedades
CoJ64, CoJ83 y CoJ86. En este ensayo los explantes fueron inoculados en un medio basado en
las sales de Murashige y Skoog. Esta regeneracion de plantas ocurre a través de

organogénesis.



Por medio de embriogénesis somatica también se ha efectuado regeneracion de plantas. Existe
un reporte de un ensayo realizado en el afio 1983 en donde Ho y Vasil indujeron la formacion
de callo embriogénico en segmentos de hojas jovenes de cafa de azucar en un medio de
Murashige y Skoog (MS) (Molina y Melgar, 2012).

En Guatemala se le ha dado mucha importancia al cultivo de tejidos y se han venido haciendo
diversas investigaciones para definir las aplicaciones que tiene para la cana de azucar. Incluso
algunos ingenios de la agroindustria azucarera guatemalteca cuentan con laboratorios de
micropropagacion que realizan investigaciones y, algunos otros, ya aplican esta técnica para la
limpieza y multiplicacion de semilla, con el objeto de mantenerla libre de enfermedades (Molina
y Melgar, 2012).

2.2 Variacion somaclonal en cultivo de tejidos

A pesar de las ventajas que presenta el cultivo de tejidos en plantas de cafa de azucar se ha
detectado variacién somaclonal (o variabilidad somaclonal), la cual puede producirse en el
cultivo in vitro. Esta consiste en variabilidad genética que se genera en las plantas mediante la
induccién de mutaciones. Estas mutaciones ocurren como consecuencia de errores en la
replicacién del ADN, debido al proceso de multiplicacién acelerada que se requiere al cultivar

plantas in vitro de cafa de azucar (Molina y Melgar, 2012).

Respecto a la variacion somaclonal, Leopold define dos causas que la provocan en cultivo in
vitro. Estas causas son: los componentes del medio de cultivo y la edad de los cultivos in vitro
(Pérez, 1991).

En un estudio realizado por Oropeza, Guevara, de Garcia y Ramirez (1995) se encontraron dos
variantes somaclonales: AT626 y BT627. Estas variantes fueron obtenidas por embriogénesis
somatica a partir del cultivar PR62-258, al aumentar el numero de subcultivos en un medio MS
con 3 mg/L de 2,4-D. Concluyeron que este fendbmeno no es del todo negativo, ya que puede
ser aprovechado para generar variedades con caracteristicas deseables a la produccion, puesto
que los materiales que evaluaron se mostraron resistentes al mosaico de la cafia de azucar
(SCMV) durante siete afios en pruebas de campo. Sin embargo, no es deseable que ocurran

variantes somaclonales cuando el principal objetivo es la multiplicacion de plantas que



mantengan las caracteristicas genéticas de la planta madre durante el proceso de cultivo de

tejidos.

Se han efectuado diversos estudios para evaluar la variabilidad producida por los cultivos in
vitro. En el afio 1986, Nagai y Schnell compararon una poblacion obtenida a través de cultivo de
tejidos con un hibrido F, de Saccharum erianthus, en donde estudiaron sus caracteres
agrondmicos y concluyeron que en algunos de los caracteres evaluados el cultivo de tejidos
produjo una variabilidad similar a la obtenida a través del proceso de cruzamiento (Pérez,
1991).

Por otro lado, en un estudio realizado por del Toro, Martin, Saucedo y Linacero (1991) se
encontraron importantes variantes en indicadores morfolégicos. Los resultados mostraron
diferencias importantes en la longitud del tallo, en las formas de entrenudo, yema, auricula y
ligula, asi como en los grupos de pelos de la vaina. Estas variaciones se manifestaron en un
estudio de ocho subclones de cafia de azucar obtenidos por métodos biotecnologicos de la
variedad CP52-43. En este estudio se evaluaron 29 indicadores morfolégicos, tales como: tallo,
entrenudo, nudo, yema, hojas, ligula, auricula, entre otros. Sin embargo, no describen la técnica

que utilizaron para obtener los subclones de la variedad.

2.3 Caracterizacion molecular de la diversidad

Para detectar variabilidad genética en las plantas generadas por cultivo de tejidos se puede
recurrir a marcadores morfolégicos y marcadores moleculares. Estos Gltimos aventajan a los
morfoldgicos, puesto que no son afectados por el ambiente y el estado fisiolégico de la planta
evaluada, ademas de otros factores. Los marcadores moleculares constituyen una herramienta
muy util y precisa que puede ser utilizada para la evaluacion de la diversidad genética en cultivo
de tejidos. Esta técnica consiste en la utilizacion de un grupo de marcadores polimérficos en los
diferentes subcultivos que se desean evaluar. A través de esto se generan una serie de bandas
que son transformadas en una matriz binaria, donde 0 representa la ausencia de la banday 1 la
presencia de la banda. Las bandas que son comunes en todos los individuos se interpretan
como similitudes genéticas, y las menos comunes, como diferencias genéticas. Posteriormente
se genera una matriz de similitud (o distancia) y se efectian analisis estadisticos para
determinar los niveles de similitud entre los materiales en evaluacién (Molina y Melgar, 2012;

Quemé, Molina, Melgar y Ponciano, 2004).



En la actualidad los marcadores de ADN son los mas utilizados, los cuales se obtienen por
restriccion de fragmentos o por amplificacion de fragmentos, a través de la reaccion en cadena
a la polimerasa (PCR, en inglés). Roughan et al., fueron los primeros en reportar el uso de
marcadores moleculares en cafia de azucar, en un estudio que realizaron en el afio 1971
(Molina y Melgar, 2012).

Para hacer una caracterizacion molecular en cafa de azucar se han utilizado diversas técnicas.
Esto ha dado lugar a la elaboracion de mapas genéticos de cafia de azucar, utilizando
polimorfismos de ADN amplificados aleatoriamente (RAPD), marcadores de polimorfismo en la
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), marcadores de polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP) y marcadores microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSR). Estos ultimos son los marcadores mas utilizados, y son un tipo de marcador genético, el
cual se basa en la repeticidon de la misma secuencia una y otra vez y todas seguidas, de dos a
muchos miles de veces de un elemento que mide de 1-6 nucleétidos. Estos marcadores son
detectados a través de la amplificacion de ADN por la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
(PCR) (Molina y Melgar, 2012; Quemé et al., 2004).

Maccheroni, Jorddo, Degaspari y Matsuoka (2007) identificaron tres marcadores microsatélites
(CV29, CV37 y CV38) para determinar indices de similitud genética entre variedades. Esto lo
lograron en un estudio en donde evaluaron el desarrollo de un sistema de toma de huellas
dactilares basado en microsatélites que resultara confiable para ser utilizado en cana de azucar.
Estos marcadores microsatélites fueron utilizados en un trabajo de caracterizacion de
variedades en CENGICANA (Molina, Avalos, Quemé y Maddaleno, 2014).

2.4 Caracterizacion morfologica de la diversidad

A nivel de campo también puede establecerse la variabilidad producida por cultivo de tejidos.
Esto se realiza a través de la caracterizaciéon morfoldgica, la cual no es mas que la descripcion
de la forma de los diversos érganos que componen una planta. Esta resulta de vital importancia
debido a que nos es Util para diferenciar las distintas especies de cafia de azucar, asi también
para reconocer las diferentes variedades existentes de este cultivo. La acertada descripcion de

dichos 6rganos es esencial para la correcta tipificacion de unas y otras (Gémez, 1983).



Una caracterizacion consiste en registrar los caracteres morfolégicos y fenoldgicos que son
altamente heredables, facilmente visibles por el ojo y que se expresan en todos los ambientes.
Estos caracteres no son influenciados por el ambiente, por lo que son de mucha utilidad para
clasificar e identificar individuos en los que se busca conocer su similitud (Quemé, Orozco y
Salazar, 2013).

Para la caracterizacion morfolégica se toman en cuenta muchos érganos de la planta, siendo
los mas importantes el entrenudo, el nudo, la yema, el cuello, la auricula y la ligula. Estos
organos se caracterizan mediante descriptores botanicos establecidos por investigadores que
se dedicaron a la caracterizaciéon de la cafa de azucar (Amaya, Cock, del Pilar y Irvine, 1995;
Goémez, 1983; Moore, 1987; MSIRI, 1990; Orozco y Soto, 1996; Sanchez, 1992).

Castro (2010) realizé una caracterizacién morfolégica de variedades promisorias de cafia de
azucar en la zona sur de Guatemala. La metodologia que utilizé en la descripcidon morfolégica
se basé en la identificacion de los caracteres morfolégicos de la planta de acuerdo al descriptor
botanico propuesto por Artschwager y Brandes en el afio 1958 (Moore, 1987). En su estudio
incluyé la variedad CG98-10, de la cual describié las principales caracteristicas morfoldgicas,

facilitando asi la identificacion de esta variedad.

2.4.1 El tallo

Comercialmente hablando, el tallo es el érgano de mayor importancia en la planta de cafia de
azucar, puesto que este almacena todos los azucares que posteriormente son extraidos para la
preparacion del azucar comercial. Por otro lado, el tallo constituye la parte aérea de la planta y
es quien le brinda sostén a las hojas. En cuanto a morfologia, el tallo esta formado por
secciones denominadas entrenudos, los cuales estan separados por los nudos (Amaya et al.,
1995; Gomez, 1983).

A. Entrenudo

El entrenudo constituye la porcion de tallo que se encuentra entre dos nudos. La forma de los
entrenudos varia con cada variedad, pero existen otras caracteristicas que varian por
condiciones climaticas y por manejo del cultivo, tal es el caso del diametro, la longitud, el color,
entre otras. Las formas de entrenudo mas conocidas (figura 1) se describen a continuacién
(Goémez, 1983; Moore, 1987):



e Cilindrico: se denomina asi cuando el entrenudo tiene lados paralelos y conserva el

diametro y la forma en toda su longitud.

o Abarrilado: el entrenudo posee un mayor diametro en la parte media, el cual disminuye en

los extremos, lo cual le proporciona un aspecto en forma de barril.

e Constrefiido: en este tipo de entrenudo, los extremos poseen mayor diametro que el

centro.

e Conoidal: en forma de cono, en donde el diametro en la parte inferior del entrenudo es

mayor que en la parte superior.

e Obconoidal: en forma de cono invertido. En este caso, el diametro en la parte superior del

entrenudo es mayor que en la parte inferior.

e Curvo: en este caso el entrenudo es levemente curvado, de tal manera que un lado es

concavo Yy el otro convexo.

|

Figura 1. Formas de entrenudo: A, cilindrico; B, abarrilado; C, constrefiido; D, conoidal; E,
obconoidal; y F, curvo.
Fuente: Moore (1987).




B. Nudo

Es la parte del tallo, en su conjunto general, mas conocida por ser muy dura, fibrosa y por su
poca o casi nula presencia de jugo. Alberga varios elementos de gran importancia anatémica y
de gran valor taxonémico. El nudo constituye la separacion entre dos entrenudos (Amaya et al.,
1995; Gomez, 1983). Artschwager y Brandes, en el ano 1958, definieron las siguientes formas
de nudos: cilindrico, constrenido, conoidal y obconoidal (Moore, 1987). La figura 2 muestra los

tipos de nudos mas conocidos:

Figura 2. Formas de nudo: A, cilindrico; B, constrefido; C, conoidal; D, obconoidal.
Fuente: Moore (1987).

B.1 Yema

Puede considerarse el 6rgano mas importante de la semilla, puesto que tiene la capacidad de
generar por crecimiento vegetativo a una planta semejante a la original. En condiciones
normales se presenta una yema por cada nudo, dispuesta en forma alterna y generalmente
protegida por la vaina. La yema se encuentra insertada en la banda radicular y en la parte
superior de la cicatriz foliar. La forma de la yema varia en las variedades, por lo que constituye
un elemento de importancia en la identificacién de estas (Amaya et al., 1995; Gémez, 1983;

Moore, 1987; Sanchez, 1992). Los diferentes tipos de yemas se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Formas de la yema.
Fuente: Sanchez (1992).

2.4.2 Lahoja

Las hojas de la cafia de azucar son solitarias, alternas, disticas, sésiles y ligeramente
asimétricas sobre la nervadura central. Estan colocadas mas o menos en el mismo plano de
adherencia al nudo, del cual se originan y se distribuyen en posiciones alternas a lo largo del

tallo a medida que este crece (Amaya et al., 1995; Moore, 1987; Sanchez, 1992).

A. Cuello de la hoja

El cuello de la hoja constituye la unidn entra la lamina foliar y la vaina foliar en sus extremos. La
superficie exterior del cuello se encuentra formada por dos areas generalmente triangulares que
difieren de la lamina foliar en color y estructura interna (Moore, 1987; Orozco y Soto, 1996;

Sanchez, 1992). Las formas mas comunes de cuello de la hoja se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Tipos de cuello de la hoja: A, deltoide; B, deltoide acampanado; C, deltoide
descendente; D, deltoide doble creciente; E, deltoide cuadrado; F, cuadrado ascendente; G,
cuadrado subcreciente; H, cuadrado alto; |, cuadrado creciente; J, cuadrado estrecho; K, ligular
ascendente; L, ligular acampanado; M, doble creciente estrecho; N, ligular estrecho; O, doble
creciente ancho; P, cuadrado acampanado.

Fuente: MSIRI (1990).

B. Auricula

Son apéndices en forma de orejas que estan situados en la parte superior de la vaina. Pueden
ser desde una, dos o0 ausentes y a veces muy poco desarrolladas. Todo esto depende de la
variedad. Las auriculas son muy tomadas en cuenta para la caracterizacién, con base en su
presencia, tamafo, forma y tipo de insercion en la vaina de la hoja (Gémez, 1983; Moore,

1987). Los tipos mas comunes de auriculas se observan en la figura 5.
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Figura 5. Tipos de auriculas: A, auricula ausente; B, auricula transicional; C, auricula interior
calcariforme; D, ambas auriculas lanceoladas; E, ambas auriculas transicional pero una
transicional descendente; F, auricula transicional inclinada; G, recta; H, transicional ascendente;
I, dentada; K, deltoide; L, lanceolada corta; M, unciforme; N, calcariforme; O, falcata; P,
lanceolada larga.

Fuente: Moore (1987).

C. Ligula

No es mas que un apéndice membranoso, localizado en el punto interior de insercién de la
lamina de la vaina. En términos generales puede considerarse como una pequefia prolongacion
libre de la vaina. Esta crece en la cara interna de la vaina y puede o no ser pubescente, es
transparente cuando es tierna y descolorida o rasgada cuando madura y seca (Gomez, 1983;

Moore, 1987; Sanchez, 1992). Los diferentes tipos de ligula se ilustran en la figura 6.
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Fuente: Moore (1987).
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IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Planteamiento del problemay justificacion de la investigacién

Con fines de mejoramiento genético la variacion somaclonal es benéfica porque crea
variabilidad genética. No obstante, con fines de multiplicacion de semilla la variacion somaclonal
es un problema, porque afecta la pureza genética y fenotipica de la semilla que se quiere

multiplicar.

La premisa de esta investigaciéon es que las plantas resultantes del proceso de multiplicacion in
vitro deben ser fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta madre. Algunas técnicas dan
como resultado variacion somaclonal en las plantas obtenidas, lo cual elimina por completo la
posibilidad de mantener la pureza varietal. Cabe destacar que el grado de variacién somaclonal

difiere, de acuerdo a la variedad y protocolo que se utilice para la multiplicacion in vitro.

Algunos ingenios de la agroindustria azucarera guatemalteca poseen laboratorios en donde
efectuan cultivo de tejidos para la produccion de semilla de cafia de azucar. Esto lo realizan con
la finalidad de aumentar la tasa de multiplicacion de semilla, obtener semilla libre de

enfermedades y asegurar la pureza varietal.

En CENGICANA se efectia multiplicacion de plantas de cafia de azucar por cultivo de tejidos.
Sin embargo, no existe informacién acerca del efecto de los subcultivos en este proceso. Ante
esta situacion se planted esta investigacién, con la cual se logré medir el efecto del numero de
subcultivos in vitro sobre la variacion genética y fenotipica en cafia de azucar, en la variedad
CG98-10.

La informacion generada sera de utilidad en la toma de decisiones para la multiplicacién in vitro

de variedades de cana de azucar, con la finalidad de que se produzcan plantas sin afectar la

pureza genética del material multiplicado.
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4.1

4.2

V. OBJETIVOS

General

v' Determinar el efecto del cultivo in vitro sobre la variacidon genética y fenotipica en la
variedad de cana de azicar CG98-10, a través de la caracterizacion molecular y
morfoldgica.

Especificos

e Determinar el efecto del nimero de subcultivos sobre la variacién genética de plantas
producidas in vitro, mediante el andlisis de los patrones de bandas de ADN generados

con marcadores moleculares.

e Determinar el efecto del nUmero de subcultivos sobre las caracteristicas fenotipicas de

plantas producidas in vitro, a través de una caracterizacion morfoldgica.
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V. HIPOTESIS

Al menos uno de los subcultivos evaluados presentara variaciones genéticas en las plantas

micropropagadas respecto al testigo absoluto.

Al menos uno de los subcultivos evaluados presentara variaciones fenotipicas en las plantas

micropropagadas, en comparacion con el testigo absoluto.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Localizacion

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafa de Azicar (CENGICANA),
se encuentra localizado en la Finca Camantulul, Santa Lucia Cotzumalguapa, Escuintla, en el
kildbmetro 92.5 de la carretera CA-2 Occidente. Dista tres kildmetros de la cabecera municipal de
Santa Lucia Cotzumalguapa, 37 kilbmetros de la cabecera departamental de Escuintla y 92.5
kilbmetros de la ciudad capital de Guatemala. Se encuentra en las coordenadas 14° 19’ 30”
latitud norte y 90° 03’ 03” longitud oeste (Salazar, 2007). La presente investigacion se realizé en
el area experimental del Area de Fitomejoramiento y el laboratorio de Biotecnologia de
CENGICANA.

6.2 Material experimental
6.2.1 Plantas de cafia de azucar
En el estudio se utilizaron plantas de la variedad CG98-10, que es un hibrido del género
Saccharum spp., descendiente del cruzamiento entre los progenitores PR87-2078 x PR87-2073,
el cual fue hecho en la cuarta campafia de cruzamientos por el Programa de Variedades de
CENGICANA, en la zafra de 1996-1997.

'y ! ,

G 98-10 (PR87-2078 X PR87-2073)

Figura 7. Variedad CG98-10.

Fuente: Orozco, Castro, Buc, Quemé y Ovalle (2009).
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La razon de elegir esta variedad es debido a que es una variedad liberada por CENGICANA,
sembrada en la zafra 2011-12 en un area de 10,882 hectareas, que representd un 5.6% del
area total cultivada, ubicandose en la primera posicion entre las variedades guatemaltecas y en
la cuarta posicion en la composicion varietal de la agroindustria azucarera (Orozco, 2012). En la
zafra 2013-14 mantuvo esa misma posicién, con un area de 11,225 hectareas, lo cual

representa un 5.8 % del area total cultivada (Orozco, Buc y Ovalle, 2013).

Ademas esta variedad posee muy buena respuesta de produccién de plantas en cultivo in vitro,
pues en un estudio realizado en CENGICANA se evaluaron diez variedades CG (CENGICANA-
Guatemala) y la variedad CP72-2086, y los resultados mostraron que la variedad CG98-10 fue
la que presentdé el mayor numero de plantas regeneradas por callo, en comparacion con las
otras variedades, y obtuvo hasta 10 veces mas plantas por callo que la variedad CP72-2086,
que actualmente ocupa el segundo lugar en la composicion varietal de la agroindustria

azucarera guatemalteca (Molina y Maddaleno, 2011).

6.3 Factor estudiado

6.3.1 Subcultivos in vitro.

El factor estudiado consisti6 en el niumero de subcultivos realizados en el laboratorio de
Biotecnologia de CENGICANA.

6.4 Descripcion de los tratamientos

Se realizaron nueve subcultivos in vitro, muestreando los subcultivos 3, 6 y 9, los cuales
pasaron a constituir tratamientos, por lo tanto, el estudio consideré estos tres tratamientos mas
el testigo absoluto que no fue multiplicado por la técnica de cultivo de tejidos (subcultivo 0).
Cada uno de los cuatro tratamientos evaluados estuvo constituido por 16 macetas de cuatro
plantas cada una. En total fueron sembradas 64 macetas por los cuatro tratamientos. Los

tratamientos evaluados se describen en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos evaluados.

Identificacion Descripcion
T Subcultivo 0 (Testigo absoluto)
T2 Subcultivo 3
T3 Subcultivo 6
T4 Subcultivo 9
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6.5 Disefio experimental
Para la distribucion de los tratamientos y manejo del experimento en el campo se utilizé un

disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones.

6.6 Modelo estadistico
El modelo correspondiente a un disefio completamente al azar no fue utilizado para el analisis
en este estudio, debido a la naturaleza de las caracteristicas morfolégicas de las plantas, que

fueron categoricas.

Por su parte, los patrones de banda de los tratamientos fueron evaluados mediante el modelo

estadistico correspondiente al coeficiente de Dice, el cual se estima con la férmula:

Sa,b = 2N

2N+ na+nb

Donde: Sa,b = Coeficiente de la similitud que existe entre los genotipos a y b; N = Total de
coincidencia de bandas entre los genotipos a y b; na = Total de bandas presentes en el

genotipo a; nb = Total de bandas presentes en el genotipo b

6.7 Unidad experimental
La unidad experimental estuvo constituida por cuatro macetas, en las cuales se sembraron
cuatro plantas por maceta, por lo tanto, cada tratamiento aloj6 16 plantas. Las macetas

estuvieron representadas por recipientes de 30 L de capacidad.

6.8 Croquis de campo
El croquis de campo con la distribucién de los tratamientos se detalla en la figura 12 de los

anexos.
6.9 Etapas y manejo del experimento

El estudio consideré varias etapas relacionadas con laboratorio y campo. Estas se detallan a

continuacion:
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6.9.1 Multiplicacién in vitro

Se produjeron plantulas a través del proceso de cultivo in vitro, provenientes de la variedad
CG98-10, las cuales pasaron por los diferentes procedimientos de laboratorio descritos en la
metodologia por Molina, Sut y Maddaleno (2013). Se efectuaron un maximo de nueve
subcultivos, de los cuales se evaluaron en el campo los subcultivos 3, 6 y 9. Un subcultivo
consiste en transferir una cantidad de plantas producidas in vitro, de un cultivo previo a un
nuevo medio de cultivo. La metodologia de Molina et al. (2013) se describe en los siguientes

subincisos.

6.9.1.1 Obtencion de discos foliares a partir de apices de tallo
El proceso de cultivo de tejidos se inicié utilizando plantas de entre 4 — 8 meses de edad de la
variedad CG98-10, previamente sembrada en un lote de la Estacion Experimental de

Camantulul-CENGICANA. Se cortaron apices de tallos de aproximadamente 50 cm de longitud.

Luego, dentro del laboratorio, los apices fueron preparados eliminando las hojas externas y
cortando el tallo por debajo del meristemo apical hasta dejarlo de una longitud aproximada de
30 cm. Estos tallos fueron desinfectados superficialmente colocandolos durante 20 minutos

dentro de una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5 %, la cual se prepard a partir de cloro

comercial (figura 8).

Figura 8. Desinfeccion superficial de apices de cafia de azucar

Los apices fueron trasladados a la camara de flujo laminar, en donde fueron enjuagados tres
veces con agua desmineralizada y esterilizada para eliminar el exceso de cloro. Posteriormente
se elimind una o dos hojas externas y se procedié a seccionar transversalmente el cilindro foliar
interno en discos de aproximadamente 0.5 cm de diametro (figura 9), los cuales fueron

sembrados en los medios de cultivo (figura 10).
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Figura 9. Corte del cilindro foliar para la obtencion de discos foliares.

| e, Y

Figura 10. Siembra de discos foliares en medio de cultivo.

6.9.1.2 Induccion de callo
Las secciones transversales asi obtenidas, fueron inducidas a formar callo en un medio MS
suplementado con 3 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2, 4-D) + 20 g/L de sacarosa y 8

g/L de agar.

6.9.1.3 Regeneracion de plantas

Los explantes fueron incubados a 25°C en condiciones de oscuridad durante ocho dias y luego
un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas de obscuridad. A los ocho dias después de la
siembra, todos los callos formados fueron trasladados a medio libre de 2,4-D. Los subcultivos

de los brotes formados se realizaron cada 20 dias, hasta obtener los nueve subcultivos.

Por su parte, el tratamiento 1 (testigo absoluto), no pasé por el proceso de cultivo de tejidos.
Las plantas de este tratamiento se obtuvieron directamente de la germinacién de yemas
provenientes de esquejes de plantas de cafia de azucar, variedad CG98-10, con una edad

comprendida entre los 6 — 8 meses.
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Para ello fue necesario cortar esquejes de aproximadamente 50 cm de longitud, los cuales se
seccionaron dejando unicamente trozos con yemas viables. Estas yemas se sembraron en
bandejas multiceldas de 24 agujeros, las cuales previamente fueron preparadas con un sustrato

a base de turba rubia de musgo Sphagnum canadiense.

6.9.2 Aclimatacion

Esta fase se realizo luego de haber finalizado la etapa de produccion de plantas in vitro. Esto
con el objetivo de iniciar la adaptacion de los materiales a condiciones de invernadero. En esta
fase se trasladaron los materiales obtenidos de la multiplicacion in vitro a bandejas multiceldas
de 24 agujeros, preparadas con un sustrato a base de turba rubia de musgo Sphagnum
canadiense. En esta fase se incluyd al testigo absoluto (tratamiento 1) que no pasd por el
proceso de cultivo de tejidos (subcultivo 0). Por tratamiento se sembraron un total de 96 plantas

en esta fase, es decir, cuatro bandejas multiceldas de 24 agujeros.

6.9.3 Trasplante

Cuando las plantas del proceso de aclimatacién cumplieron dos meses de edad se procedio a
trasplantarlas a macetas de 30 L de capacidad, preparadas con un sustrato de tierra y arena.
En esta actividad se trasplantaron cuatro plantas por maceta y por cada tratamiento se tuvieron
cuatro macetas en cada repeticion (figura 12). En esta fase se efectud la caracterizacién

molecular y morfoldgica a los materiales.

6.9.4 Caracterizacién molecular
Tras ocho meses de haber trasladado los tratamientos a la fase de macetas, se procedio6 a la
caracterizacion molecular siguiendo la metodologia descrita por Molina et al. (2014). La

metodologia se resume en los siguientes subincisos.

6.9.4.1 Obtencion de material vegetal

El material utilizado se obtuvo de los cuatro tratamientos establecidos en el experimento
(subcultivos 0, 3, 6 y 9) de la variedad CG98-10, cuando las plantas tenian 10 meses de edad.
De cada tratamiento se obtuvieron varios segmentos de hojas jévenes con buen estado

fitosanitario.
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6.9.4.2 Extraccién de ADN y procedimiento de PCR

Los segmentos de hoja joven recolectados fueron pulverizados con ayuda de nitrégeno liquido y
a aproximadamente 150 mg de tejido se le agregaron 600 ul de buffer CTAB. Las muestras se
incubaron a 65°C durante 30 minutos. Posteriormente se agregé 500 ul de Cloroformo:
isopentanol 24:1, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos se retiraron 450 ul
aproximadamente del sobrenadante a un tubo nuevo en el cual se le agrego 15 ul de ARNasa
para luego ser encubado 15 minutos a 37°C, posteriormente se repiti6 el lavado con
cloroformo:isopentanol para rescatar 400 ul a un tubo nuevo con 40 ul de acetato de amonio y
2.5 volumenes de isopropanol, se centrifugd con las condiciones antes mencionadas y se retiré
el sobrenadante, el precipitado se lavo con 350 ul de etanol al 70%, se dejo secar para luego

ser resuspendido en 100 pl de buffer TE

La amplificacion se llevé a cabo en 10 ul de reaccion conteniendo 2 ul de ADN, 1.9 ul de 10x
solucion buffer con MgCly, 2 pl de dNTPs (2.5 uM), 0.5 ul de cada iniciador (10 uM), 0.3 pl de
Taq ADN Polimerasa (5 U/pl) y 3 ul de agua desmineralizada.

El programa de PCR para la amplificacién de fragmentos fue el siguiente: una desnaturalizacién
inicial de cinco minutos a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 64°C por 30 segundos y

72°C por 30 segundos y una extension final a 72°C por 6 minutos.

Se utilizaron tres marcadores microsatélites (CV29, CV37 y CV38), tal como lo hicieron
Maccheronni et al., (2007).

Las secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificacion de las secuencias simples

son:

CV29 Forward 5-TCGCGTCCACCAATGTAACC-3’;
Reverse 5'-GCGTGCATCGCTTGTGTCTT-3’

CV37 Forward 5-GGATGGACGACGTGTCCTGG-3":
Reverse 5'-ATAAAGTGGCCGCTTGGATTGA-3’

CV38 Forward 5-GAAGCAGGGGCCTCAAGTTG-3":
Reverse 5'-GTCAAACAGGCGATCTGGCTC-3"
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6.9.4.3 Electroforesis y visualizacién de los fragmentos

Los fragmentos amplificados fueron separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
y visualizados mediante tincién con nitrato de plata. Se compararon cada uno de los
tratamientos para establecer si existié variacion en alguna de las bandas en cuanto a presencia
0 ausencia y determinar el grado de variabilidad genética producida por el proceso de cultivo de

tejidos.

6.9.5 Caracterizacion morfolégica
6.9.5.1 Elaboracién de boletas
Se elaboraron boletas para la recoleccién de los datos de las caracteristicas morfolégicas de las

plantas.

6.9.5.2 Recoleccion de caracteres morfolégicos

Consistid en la recoleccion de informacion de caracteristicas morfologicos a través de la
observacion de los érganos y estructuras de todas las plantas de cada uno de los tratamientos,
anotando las caracteristicas observadas en las boletas de recoleccién de datos. Todo esto
cuando las plantas tenian una edad de nueve meses. Estas caracteristicas se determinaron
asociando lo observado con el descriptor botanico propuesto en el afo 1958 por Artschwager y
Brandes (Moore, 1987).

6.10 Variables de respuesta

6.10.1 Patrones de bandas de los tratamientos

Los datos generados por medio de la caracterizacidn molecular se utilizaron para calcular la
similitud genética entre los materiales evaluados, mediante el coeficiente de Dice, tal como lo
hicieron Quemé et al. (2004). A través del coeficiente de similitud se calcul6 el coeficiente de
distancia (1 — S).

6.10.2 Caracteristicas morfolégicas de las plantas
a. Caracteristicas del tallo
e Entrenudo
e Nudo

e Yema
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b. Caracteristicas de la hoja

e Cuello de la hoja

e Auricula

e Ligula

En el cuadro 2 se muestran las escalas utilizadas para la medicion de las caracteristicas

morfoldgicas en las plantas.

Cuadro 2. Forma de medicion de las caracteristicas morfologicas de las plantas.

Caracteristicas morfolégicas

d Escala Descripcion de la escala
e las plantas
El tallo
Entrenudo 1,2,3,4,5,6 1 = cilindrico; 2 = abarrilado; 3 = constrefiido;
4 = conoidal; 5 = obconoidal; 6 = curvo.
Nudo 1,2,3,4 1 = cilindrico; 2 = constrefiido; 3 = conoidal;
4 = obconoidal.
Yema 1,2,3,4,5,6,7, 1 =triangular; 2 = ovalada; 3 = obovada; 4 = pentagonal;
8,9 5 = romboide; 6 = orbicular; 7 = triangulo ovalada;
8 = rectangular; 9 = picuda.
La hoja
Cuello de la hoja 1,2,3,4,5,6,7, 1 =deltoide; 2 = deltoide acampanado; 3 = deltoide
8,9 10, 11, 12, descendente; 4 = deltoide doble creciente; 5 = deltoide
13, 14, 15, 16 cuadrado; 6 = cuadrado ascendente; 7 = cuadrado
subcreciente; 8 = cuadrado alto; 9 = cuadrado creciente;
10 = cuadrado estrecho; 11 = ligular ascendente;
12 = ligular acampanado; 13 = doble creciente estrecho;
14 = ligular estrecho; 15 = doble creciente ancho;
16 = cuadrado acampanado.
Auricula 1,2,3,4,5,6,7, 1=ausente; 2 =transicional; 3 = interior calcariforme;
8,9 10, 11, 12, 4 = ambas lanceoladas; 5 = ambas transicional pero una
13, 14,15 transicional descendente; 6 = transicional inclinada;
7 = recta; 8 = transicional ascendente; 9 = dentada;
10 = deltoide, 11 = lanceolada corta; 12 = unciforme;
13 = calcariforme; 14 = falcata; 15 = lanceolada larga.
Ligula 1,2,3,4,5,6,7, 1 =creciente centro estrecho romboidal; 2 = creciente
8,9 10, 11,12 amplio; 3 = creciente orbicular; 4 = creciente centro

amplio romboidal; 5 = creciente plana; 6 = creciente
lineal; 7 = deltoide centro romboidal; 8 = deltoide;

9 = deltoide invertida; 10 = sub arqueado estrecho;
11 = arqueado; 12 = sub arqueado amplio.

Basado en los caracteres descritos en el afio 1958 por Artschwager y Brandes (Moore, 1987).
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6.11 Analisis de lainformacion

6.11.1 Variacion genética

6.11.1.1 Ordenamiento y tabulacién

Luego de haber realizado la extraccion de ADN, el procedimiento de PCR, la electroforesis y la
visualizacion de los fragmentos, los patrones de bandas se codificaron en una matriz de
presencia y ausencia. Esto con la finalidad de integrarlo al analisis de las variables

correspondientes a esta investigacion.

6.11.1.2 Matriz de resultados

La presencia de una banda en un tratamiento en particular se identificé con 1 y la ausencia
como 0. De esta forma se construy6 la matriz de unos y ceros que contiene toda la informacién
de los tratamientos y sus repeticiones, ademas de contener la informacién que generaron los
marcadores microsatélites CV29, CV37 y CV38.

6.11.1.3 Anaélisis estadistico
Los datos de la matriz de unos y ceros fueron utilizados para el analisis de la similitud genética

entre los genotipos evaluados con el coeficiente de Dice, el cual se estima con la férmula:

Sa,b = 2N

2N + na+nb
Donde: Sa,b = Coeficiente de la similitud que existe entre los genotipos a y b; N = Total de
coincidencia de bandas entre los genotipos a y b; na = Total de bandas presentes en el

genotipo a; nb = Total de bandas presentes en el genotipo b

Habiendo obtenido los datos de similitud genética, se realizo el calculo de las distancias entre

tratamientos, mediante la utilizacion de la siguiente férmula:
Dab=1-S

Donde: D = Distancia que existe entre los genotipos a y b; S = coeficiente de similitud de Dice.
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Con esto se generd una matriz de distancias entre los cuatro tratamientos evaluados. Esta
matriz fue interpretada graficamente a través un método de agrupamiento jerarquico de tipo
UPGMA (Unweighted Pair Group using Arithmetic Average). Estos analisis fueron realizados
utilizando el paquete estadistico InfoStat version 2013 (Di Rienzo, Casanoves, Balzarini,
Gonzalez, Tablada y Robledo, 2013). Este software es un sistema de programas utilizado para

realizar analisis estadisticos.

6.11.2  Variacion fenotipica

6.11.2.1 Ordenamiento y tabulacién

Luego de la recopilacion de la informacion de las caracteristicas morfoldgicas de las plantas se
procedié a tabular y ordenar los datos. Posteriormente se realizé la comparaciéon de las
caracteristicas observadas en las plantas que pasaron por el proceso de cultivo de tejidos con

las plantas que no pasaron por este proceso.

6.11.2.2 Determinacidn de variaciones fenotipicas

Para ello se compararon las caracteristicas presentadas por cada material con las
caracteristicas de la variedad original descritas por Castro (2010), para determinar si existen
variaciones morfolégicas. De esta manera se determinaron las variaciones que se produjeron

durante el proceso de cultivo de tejidos sobre las caracteristicas fenotipicas de las plantas.

6.11.2.3 Andlisis estadistico
El analisis estadistico consiste en utilizar métodos tabulares, calculo de valores maximos,
minimos y medias. Primeramente se establecieron diferencias entre tratamientos para cada

caracteristica, en el caso de que existieran.

Debido a que las caracteristicas morfologicas constituyeron variables categéricas y en el caso
de esta investigacion cada variable se midié a través de una escala no jerarquica, se planifico
utilizar la Prueba de Fr de Friedman para establecer diferencias entre tratamientos en las

variables evaluadas, tal como se describe en InfoStat versién 2013 (Di Rienzo et al., 2013).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion molecular

7.1.1 Analisis de los marcadores moleculares

De los tres marcadores microsatélites utilizados, CV29 gener6 10 bandas entre 44-375 pares de
bases, seguido de CV37 con 12 bandas entre 123-1,165 pares de bases y por ultimo CV38 con

10 bandas entre 112-296 pares de bases. Esto se describe en el cuadro 3.

Cuadro 3. Bandas amplificadas de microsatélites del estudio de comparacién de subcultivos en

cafa de azucar, variedad CG98-10.

MI_\/Iarcadp_r No. de bandas No. prom_edlp Qe Pares de bases
icrosatélite bandas polimoérficas
Cv29 10 5 44 - 375
Cv37 12 2 123 - 1,165
Cv38 10 2 112 — 296
Total 32 9
Promedio 11 3

En promedio se observaron 11 bandas por marcador, siendo el marcador con mas bandas el
CV37 con 12, y los marcadores CV29 y CV38 con 10 bandas. Sin embargo el marcador CV29
fue el que presentd el mayor numero promedio de bandas polimérficas, cinco, en comparacién
con las dos que presentaron los otros marcadores. En cuanto a pares de bases, se observa
también que el marcador CV37 fue el que amplific6 mayor rango de pares de bases, con
valores comprendidos entre 123 — 1165 pares de bases. Por su parte, el marcador CV38 mostré

el menor rango, con 112 — 296 pares de bases.

Por el nimero de bandas y el numero de pares de bases, se confirma la utilidad de estos
marcadores moleculares para determinar similitud genética, tal como lo determinaron
Maccheroni et al., (2007).

7.1.2 Analisis de la matriz de distancias genéticas
De las 32 bandas obtenidas se generd la matriz de distancias genéticas, las cuales se muestran
en el cuadro 4. De acuerdo a la matriz de coeficientes de distancias de Dice, los valores entre

cada par de tratamientos oscilé entre 0.02 y 0.10, con un promedio de 0.08. La presencia de
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distancias mayores a cero indica la existencia de variacion genética entre los tratamientos, en
una escala euclidiana que va de 0 a 1, donde los valores cercanos a 1 indican alta variacion y

cercanos a 0, poca variacion.
En el cuadro 4 se observan los coeficientes de distancia (1 — S) de los cuatro tratamientos que
fueron evaluados en la investigacion. Al comparar cada tratamiento con subcultivo con el

testigo, se observa que existe distancia genética, aunque sea baja.

Cuadro 4. Matriz de coeficientes de distancia (1 — S) de los tratamientos evaluados.

Testigo Subcultivo 3 Subcultivo 6 Subcultivo 9
Testigo 0.00
Subcultivo 3 0.06 0.00
Subcultivo 6 0.07 0.02 0.00
Subcultivo 9 0.10 0.10 0.10 0.00

Se encontré que cuando se realizaron tres subcultivos, existié una variacion de 0.06 (6 %) con
relacion al testigo que no fue propagado por la técnica de cultivo in vitro. Esta variacion se
incrementé a 0.07 (7 %) cuando en la variedad se realizaron seis subcultivos. Por ultimo,
cuando se realizaron nueve subcultivos, se obtuvo una variacion genética de 0.10 (10 %). Por
tanto, existe una secuencia légica entre el incremento del nimero de subcultivos in vitro en la

variedad CG98-10 y el incremento de la variaciéon genética.

Por otra parte, estos resultados indican que el subcultivo 3 y el subcultivo 6 poseen la menor
distancia genética, con un 0.02 (2 %), lo que significa que existe un 98 % de similitud entre
ellos. El subcultivo 9 manifesté una distancia de 0.10 con los restantes tratamientos. Es decir,
que al realizar 9 subcultivos in vitro en la variedad CG98-10, existira un 10 % de variacion
respecto al resto de tratamientos. Estos resultados son exclusivamente aplicables para esta
variedad, bajo las condiciones y los procedimientos aplicados en el laboratorio de Biotecnologia
de CENGICANA.

7.1.3 Analisis gréafico de las distancias genéticas

A partir de la matriz de coeficientes de distancias de Dice (1 — S) de los tratamientos evaluados

se elaboré un dendrograma que muestra las relaciones de distancia genética entre los
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tratamientos (figura 11). En el dendrograma se muestra que los tratamientos fueron agrupados

en tres grupos.

Subcultivo 9

Subcultivo 6———

Subcultivo 3———

Testigo

0.00 0.03 0.05 0.08 0.11

Coeficiente de distancia

Figura 11. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre los tratamientos evaluados,

obtenido con el método de agrupamiento jerarquico UPGMA.

En la figura 11 se pueden observar las distancias genéticas generadas entre los tratamientos
evaluados, a partir del coeficiente de distancia. Esta figura muestra que en un grupo fue
agrupado solamente el testigo; en un segundo grupo los subcultivos 3y 6 y en el tercer grupo el

subcultivo 9.

Ademas, se observa que los subcultivos 3 y 6 difieren en 0.02, es decir, tienen una similitud
genética de 98 % entre ellos, mientras que con el testigo difieren en 0.06. Por ultimo, el
subcultivo 9 difiere de todos los demas en 0.10, lo que confirma que mientras se aumenta el

numero de subcultivos, también aumenta la diversidad entre plantas.
Con estos resultados, no se rechaza la hipétesis que dice que al menos uno de los subcultivos

evaluados presentara variaciones genéticas en las plantas micropropagadas respecto al testigo

absoluto.
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7.2 Caracterizacion morfolégica

En el cuadro 5 se muestran las caracteristicas morfoldgicas de los tratamientos evaluados en la
investigacion. Se observa que todas las caracteristicas evaluadas fueron totalmente idénticas
en los cuatro tratamientos. Esto indica que para las caracteristicas evaluadas no existié ninguna

diferencia morfoloégica causada por el numero de subcultivos in vitro.

El analisis no paramétrico planificado para las caracteristicas morfolégicas no se realizé, puesto
que no hubo variacion entre tratamientos. La identificacién de los caracteres morfolégicos del
testigo se basd en los resultados que obtuvo Castro, quien en el afio 2010 realizé la
caracterizacion morfolégica de variedades promisorias de cafia de azucar de Guatemala. En
esta caracterizacion incluyé la variedad CG98-10 y describidé todas sus caracteristicas

morfoldgicas, las cuales no variaron con los resultados del presente estudio.

En esta investigacion se compararon los resultados obtenidos por Castro (2010) con los que
manifestaron los tratamientos evaluados. Luego de analizar la descripcion morfolégica de los
tratamientos, es evidente que todos los tratamientos muestran las mismas caracteristicas

morfoldgicas y, efectivamente, que no hubo variacion fenotipica alguna en los materiales.

Con base en las caracteristicas morfoldgicas consideradas en este estudio se puede decir que
la multiplicacién in vitro hasta un nimero maximo de 9 subcultivos no afectan fenotipicamente a
la variedad CG98-10. Con estos resultados se rechaza la hipétesis que dice que al menos uno
de los subcultivos evaluados presentara variaciones fenotipicas en las plantas

micropropagadas, en comparacion con el testigo absoluto.

Considerando las caracteristicas genéticas y fenotipicas, se puede decir que no hay variacion
fenotipica, pero si hay variacion genética. Esto puede explicarse porque los marcadores
microsatélites solamente amplifican en ciertas regiones del genoma de la cafia de azucar.
Entonces es probable que las caracteristicas morfolégicas evaluadas no se encuentren en
ninguna de estas regiones que los marcadores amplificaron, o que los cambios genéticos

producidos se dieron en regiones no codificantes del genoma de la cafia de azucar.
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Cuadro 5. Descripcion de las caracteristicas morfologicas de los tratamientos.

Caracteristica

Tratamiento

Escala

Descripcion Figura

Entrenudo

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

1
1
1

—_

Cilindrico

Nudo

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

Conoidal

Yema

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

Triangulo ovalada

Cuello

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

Deltoide doble creciente

Auricula
1

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

w o o o|h B DN NN N N N[O oW o ow ow

Transicional ascendente

Auricula
2

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

_ A A
_ A A

Lanceolada corta

Ligula

Testigo
Subcultivo 3
Subcultivo 6
Subcultivo 9

N N NN

Deltoide centro
romboidal
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VIIl. CONCLUSIONES

v Al multiplicar la variedad CG98-10 a través de cultivo de tejidos existe un efecto sobre la
variacién genética de las plantas producidas in vitro. Esto se logré determinar a través del
analisis de los patrones de bandas de ADN, los cuales fueron generados con los
marcadores microsatélites CV29, CV37 y CV38. La distancia muestra un comportamiento
ascendente, es decir, conforme se incrementa el niumero de subcultivos en la variedad
CG98-10, aumenta el coeficiente de distancia genética. Los valores van de 0.06 (subcultivo

3), 0.07 (subcultivo 6) y 0.10 (subcultivo 9) con respecto al testigo absoluto.

v' El anadlisis de las caracteristicas fenotipicas de las plantas de la variedad CG98-10
producidas in vitro muestra que no existe ningun efecto para las seis caracteristicas
consideradas, ocasionado por el incremento en el numero de subcultivos. Entonces pueden
realizarse hasta nueve subcultivos en la variedad CG98-10, y no se manifestaran variantes

en las seis caracteristicas fenotipicas de los materiales obtenidos.
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IX. RECOMENDACIONES

v' Se recomienda evaluar otras variedades de importancia para la agroindustria azucarera
guatemalteca, para determinar si son afectadas fenotipica y genotipicamente por el

incremento en el numero de subcultivos in vitro.

v' Para que los datos de esta investigacion sean validados, se recomienda que cuando se
multipliquen plantas por cultivo in vitro, se realice el andlisis molecular a los materiales
resultantes de los subcultivos. Esto con la finalidad de disponer de suficiente informacion

que pueda medir la efectividad del cultivo in vitro en cuanto a pureza genética.
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Figura 12. Croquis de campo.

XI. ANEXOS
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M = Maceta

Repeticiones. I: 101-104; 1I: 201-204; 11I: 301-304; I1V: 401-404.

T3

T1

T2

T4

T2

T4

T1

T3

Tratamientos

T1 Subcultivo 0
T2 Subcultivo 3
T3 Subcultivo 6
T4 Subcultivo 9
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Cuadro 6. Matriz binaria de datos generados por los marcadores microsatélites.

Marcador

Repeticién

No. Banda

Tl

—
N

—
w

—
N

Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29
Cv29

1

B e T e e . e e

1

© 00 N O O WDN

N
o

A O 2 A A A O

B N . e e e . e T

B T T e e e I . e

O O m a2 A A A O A -

Cv38 1 23 1 1 1 1
Cv38 1 24 0 0 0 1
Cv38 1 25 1 1 1 1
Cv38 1 26 1 1 1 1
CVv38 1 27 1 1 1 1
Cv38 1 28 1 1 1 1
Cv38 1 29 1 1 1 1
CVv38 1 30 1 1 1 1
Cv38 1 31 1 1 1 1
Cv38 1 32 1 1 1 1
Cv29 2 1 0 1 1 1
Cv29 2 2 0 1 1 0
Cv29 2 3 0 1 1 0
Cv29 2 4 0 1 1 1
Cv29 2 5 0 1 1 1
Cv29 2 6 0 1 1 1
Cv29 2 7 0 1 1 1
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Marcador Repeticibn No. Banda T1 T2 T3 T4

Cv29 2 8 0 1 1 0
Cv29 2 9 0 0 0 1
Cv29 2 10 1 1 1 1

Cv38 2 23 1 1 1 0
Cv38 2 24 0 0 0 1
Cv38 2 25 1 1 1 1
Cv38 2 26 1 1 1 1
Cv38 2 27 1 1 1 1
Cv38 2 28 1 1 1 1
Cv38 2 29 1 1 1 1
Cv38 2 30 1 1 1 1
Cv38 2 31 1 1 1 1
CVv38 2 32 1 1 1 1
Cv29 3 1 1 0 0 0
Cv29 3 2 1 1 1 1
Cv29 3 3 1 1 0 1
Cv29 3 4 1 1 0 1
Cv29 3 5 1 1 0 1
Cv29 3 6 1 1 1 1
Cv29 3 7 1 1 1 0
Cv29 3 8 1 1 1 1
Cv29 3 9 1 0 0 0
Cv29 3 10 1 1 0 0




Tl T2 T3 T4

No. Banda

Repeticién

Marcador

23
24
25
26
27
28
29
30
31

Cv38

3

Cv38

Cv38

3

CVv38

Cv38

3

Cv38

Cv38

3

CVv38

Cv38

3 32

Cv38

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

Cv29

10

Cv29

23

Cv38
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Marcador Repeticibn No. Banda T1 T2 T3 T4
Cv38 4 24 1 1 1 1
Cv38 4 25 1 1 1 1
Cv38 4 26 1 1 0 0
Cv38 4 27 1 1 1 1
Cv38 4 28 1 1 1 1
Cv38 4 29 1 1 1 1
Cv38 4 30 1 1 1 1
Cv38 4 31 1 1 1 1
Cv38 4 32 1 1 1 1
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Cuadro 7. Caracteristicas morfolégicas de los individuos evaluados.

Caracteristicas del tallo Caracteristicas de la hoja
Rep Pl\:r)c.:. TNrgt.. Mglc?éta Tl\ell(ljlb Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello Aurilcula Aurizcula Ligula
I 101 3 1 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 2 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 1 3 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 4 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 1 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 2 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 2 3 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 4 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 1 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 2 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 > 3 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 4 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 1 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 2 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 ¢ 3 1 3 7 4 8 11 7
I 101 3 4 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 1 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 2 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 1 3 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 4 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 1 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 2 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 2 3 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 4 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 1 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 2 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 3 3 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 4 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 1 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 2 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 4 3 1 3 7 4 8 11 7
I 102 2 4 1 3 7 4 8 11 7
I 103 1 1 1 1 3 7 4 8 11 7
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Caracteristicas de la hoja

Ligula

2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.
Parc.

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103

103
104

104

104

104
104

104

104

104
104

104

104

104
104

104

104

104
201
201
201

Rep.

47



Caracteristicas de la hoja

Ligula

2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.
Parc.

201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
201
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202
203
203
203
203
203
203

Rep.
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Caracteristicas de la hoja

Ligula

2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.
Parc.

203
203
203
203
203
203
203
203
203
203
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
204
301
301
301
301
301
301
301
301

Rep.
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Caracteristicas de la hoja

Ligula

2

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.

302
302
302
302
302
302
302
302
302
302
302
303
303
303
303
303

303
303

303
303

303
303

ep. Parc.

R
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Caracteristicas de la hoja

Ligula

2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.
Parc.

303
303
303
303
303
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
401
401
401
401
401
401
401
401
401
401
401
401
401

Rep.

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
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Caracteristicas de la hoja

Ligula

2
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

Auricula | Auricula
1

Caracteristicas del tallo

Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello

No.

No.
Maceta | Tallo

No
Trat.

No.
Parc.

401
401
401
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
402
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403
403

Rep.

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
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Caracteristicas del tallo

Caracteristicas de la hoja

Rep Pl\;(r)c.:. TNrgt.. Mglt?éta Tl\;ljlb Entrenudo | Nudo | Yema | Cuello Aurilcula Aurizcula Ligula
IV | 404 3 1 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 2 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 1 3 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 4 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 1 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 2 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 2 3 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 4 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 1 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 2 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 3 3 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 4 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 1 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 2 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 4 3 1 3 7 4 8 11 7
IV | 404 3 4 1 3 7 4 8 11 7
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