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PRESENTACION

Revista TIKALIA (Volumen XXXV, No. 1-2017.
Enero-Junio) publicacion cientifica semestral de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, catalogada en Latindex
(www.latindex.unam.mx) contiene los articulos si-
guientes:

«ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCO-
LO PARA LA PREPARACION MASIVA DE
MICROTUBERCULOS DE PAPA (Solanum
tuberosum L.) VAR. LOMAN, EN SISTEMAS
DE INMERSION TEMPORAL AUTOMATI-
ZADO (RITA)», de Carlos Orozco Castillo, Paola
Cedillo Gomez, Oscar Barrios y Kristal Castillo. En
este estudio se considera que la papa (Solanum tu-
berosum L.) Var. Loman esta entre los cultivos agri-
colas prioritarios en Guatemala; por lo que con el
uso del RITA se pretende favorecer la produccion
de microtubérculos en menos tiempo y con mejor
calidad convencional (con excelente calidad fitosa-
nitaria) obteniendo asi una mejor produccion para
beneficiar a los agricultores.

«IDENTIFICACION PRELIMINAR DE
MARCADORES MOLECULARES (SSR)
ASOCIADOS ATOLERANCIA ASEQUIAS
DE LINEAS ISOGENICAS EN FRIJOL
(Phaseolus vulgaris L.)», de Krystal Garcia Mén-
dez, Carlos Orozco Castillo, Miguel Garcia y Diego
Jos¢ Estrada Anibal Lopez. El estudio se llevo a
cabo en virtud de que en los ultimos afios una de las
principales causas del bajo rendimiento en los culti-



vos es el clima, entre ellos la sequia; afectando la
economia de los agricultores. Por lo que se propone
la mejora genética como una opcion para estabilizar
e incrustar la produccion de frijol comun bajo con-
diciones de sequia. Uno de los objetivos del estudio
fue evaluar lineas provenientes de cruzas con carac-
teres fenotipicos asociados con condiciones de rie-
g0y sequia. Se recomienda aplicar mas marcadores
moleculares que puedan estar asociados con genes
de tolerancia a sequia.

«ANALISIS DE SECUENCIAS GENETICAS
PARAELESTUDIO DE RELACIONES FILO-
GENETICASY EVOLUCION DEL GENERO
COFFEA», de Carlos Orozco Castillo, Chalmers
Kenneth, Waugh Robbie y Powel Wayne. En este
estudio se investigaron las secuencias genéticas es-
pecificas de regiones no codificantes de cloroplasto,
asi como de laregion V7 de la mitocondria. Adicio-
nalmente también fueron analizadas secuencias ge-
néticas nucleares. El proposito fue encontrar las re-
laciones filogenéticas en el género Coffea y laruta
de evolucion de C. arabica. Los resultados presen-
tados en el estudio son consistentes con aquellos in-
feridos de comparaciones taxondmicas clésicas y
reflejan el origen y la distribucion geografica de es-
pecies del género Coffea.

Finalmente, se incluye una seccion que da cabida a
varios resimenes de tesis de las carreras que se im-
parten en la Facultad de Agronomia de la Universi-
dad de San Carlos de Guatemala.

Los editores.
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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) var. Loman esta entre los cultivos
agricolas prioritarios en Guatemala, esta variedad es la que mas que se
cultiva en el pais con rendimientos que van desde 20 a 30 t.ha! en alturas
comprendidas entre los 2,390 msnm hasta 3,500 msnm. Dada la importancia
que esta tiene es necesario brindar al agricultor semilla con alta calidad
fitosanitaria. Para la obtencion de microtubérculos de alta calidad
fitosanitaria se utilizaron Recipientes de Inmersién Temporal (RITA®) este
coadyuvo a la produccion masiva de los mismos.

Con el RITA® se evaluaron diferentes frecuencias de inmersion (3 min en
intervalos 3, 7 y 10 hr) y distinto fotoperiodo (14 hr con luz y 10 hr sin luz,
16 hr con luz y 8 hr sin luz), se obtuvo una produccion de 4.17 microtubérculos
con 2.32 g de peso fresco en promedio a una frecuencia de inmersion de
tres min en intervalos de diez horas y un fotoperiodo de catorce horas de
luz y diez horas de oscuridad con una intensidad de luminica de 2000 lux.
La microtuberizacion fue afectada por el fotoperiodo de diez horas luz
produciendo un mayor nimero de microtubérculos pero bajo dieciséis horas
luz se incrementd el peso y tamafio de los mismos; 54 fueron los
microtubérculos vitrificados a una frecuencia de inmersion de tres minutos
con intervalo de diez horas.

El uso del RITA® favorece la produccion de microtubérculos en menos
tiempo y con mejor calidad fitosanitaria que la forma convencional, (con
excelente calidad fitosanitaria) obteniendo asi una mejor produccion
(beneficiando a los agricultores).

Palabras clave: biotecnologia, in vitro, RITA®, yemas axilares, explantes
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ABSTRACT

The potato (Solanum tuberosum L.) var. Loman is among priority
agricultural crops in Guatemala, this variety is that most grown in the country
with yields ranging from 20 to 30 t / has heights ranging from the 2,390
meters to 3,500 meters above sea level. Given the importance of this is
necessary to provide the farmer with phytosanitary quality seed. Used for
obtaining microtubers of high quality plant containers for temporary immersion
(RITA®) this coadyuvo to the mass production of the same.

With the RITA® were evaluated different frequencies of immersion (3
min intervals 3, 7 and 10 hr) and different photoperiod (14 hr light) and 10
hr without light, with light 16 hr and 8 hr without electricity, was a production
of 4.17 microtubers with 2.32 g fresh weight on average at a rate of
immersion for three minutes at 10-hour intervals and a photoperiod of 14
hours of light and ten hours of darkness with an intensity of light of 2000
lux, the microtuberizacion was affected by photoperiod of ten hours of light
producing a greater number of microtubers but under sixteen hours light
increased the weight and size of the same; 54 were vitrified microtubers at
a frequency of three minutes immersion with ten hour interval.

The use of the RITA® promotes the production of microtubers in less time
and with better plant that the conventional form, (with excellent phytosanitary)

obtaining thus a better production (benefiting farmers).

Key words: biotechnology, vitro, RITA®, axillary buds, explants
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de América del Sur, se
propag6 inicialmente desde las cercanias del lago Titicaca a 3,800 msnm
hasta la cordillera de los Andes frontera de Bolivia y Pert. (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO, 2008).
Las montafas del centro y occidente de Guatemala, poseen condiciones
optimas para el cultivo de la papa, en alturas de 1,500 a 2,800 msnm, con
temperaturas desde los 7°C a los 25°C. Debido a los factores favorables
de produccion, Guatemala es el principal productor de América Central, de
acuerdo a El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion (MAGA),
Segun “El Agro en Cifras”, edicion 2015; en Guatemala se produjeron
11,836,900 quintales en un area aproximada de 30,500 manzanas; la
produccién nacional genera 12,793 empleos permanentes. (MAGA, 2015);
la papa que se produce en el pais es vendida mayormente en zonas urbanas
y para la exportacion a paises vecinos. Sin embargo, la falta de material
certificado de siembra y la fragmentacion de las cadenas de suministro
limitan el potencial productivo de papa en Guatemala.

La propagacion convencional del cultivo de papa se realiza por medio de
tubérculos. Este método tiene desventajas tales como la transmision de
enfermedades virales y bacterianas, costos por transportes de tubérculos
pesados y voluminosos y brotes prematuros. (Oropeza, 2012).

Eluso de la biotecnologia permite reducir las limitantes del potencial productivo
de papa, debido a que los microtubérculos se obtienen de forma aséptica en
medios de cultivo definidos y en un ambiente controlado. Adicionalmente, el
uso de microtubérculos como herramientas de investigacion experimental
tiene potencial en las areas del metabolismo de plantas, evaluacion y seleccion
de germoplasma, transformacion genética, hibridacion somatica y biologia
molecular (Coleman, Donnelly & Coleman, 2001).

10
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Atendiendo a los requerimientos de mayor disponibilidad de nutrientes en
el cultivo in vitro utilizando medios liquidos, se implemento6 el uso de
recipientes especiales llamados sistemas de inmersion temporal; estos se
basan en la inmersion temporal de los explantes en el medio de cultivo
(Aitken-Christie, 1991), solo durante unos min con determinada frecuencia
diaria 0 mediante burbujeo, evitan la inmersioén continua del material vegetal
en el medio de cultivo, proveen una adecuada transferencia de oxigeno,
facilitan los cambios secuenciales y automatizados del medio de cultivo,
reducen la contaminacidon microbiana y tienen bajo costo de producciéon
(Teisson & Alvard, 1999).

El objetivo de la presente investigacion fue estandarizar un protocolo para
la propagacion en forma masiva de microtubérculos de papa (Solanum
tuberosum L.) var. Loman, mediante el uso de sistemas de inmersion
temporal.

11
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MATERIALESY METODOS

Ubicacion del area de estudio
Ubicacion de areas de colecta

La colecta se llevd a cabo en los municipios de San Mateo y La Esperanza
del departamento de Quetzaltenango, ubicado a 210 km de la ciudad capital,
con productores de la empresa Frito Lay. La semilla de papa proviene de la
empresa semillerista BEJO Guatemala, con categoria de semilla certificada
como fuente inicial de material de propagacion.

Las coordenadas del municipio de San Mateo son 14°522 003 N 91°352
003 O, en una altitud de 2,497 msnm y del municipio de La Esperanza
14°522 003 N 91°342 003 O¥yp en una altitud de 2,465 msnm.

Ubicacion del area de experimentacién

El experimento se realizo en el laboratorio de cultivo de células y tejidos
vegetales y el laboratorio de biotecnologia, de la Unidad de Vinculacion y
Gestion de Recursos (UVIGER). Esta unidad es parte del 4rea tecnologica
de la Facultad de Agronomia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Técnicas e instrumentos
Materiales de laboratorio
Se utilizaron frascos de vidrio de 50 mL, probetas de varios volumenes,
tubos de ensayo, micropipetas de 10-100uL, beakers 2 L, bisturis 24 y 11,

pinzas, cajas Petri, mechero de alcohol, guantes de latex y nitrilo, mascarillas,
papel sellador Parafilm®.

12
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Equipos de laboratorio

Se utilizaron recipientes de inmersion temporal marca RITA ® (recipiente
con patente del centro de cooperacion internacional en investigacion
agronomica para el desarrollo, CIRAD, por sus siglas en francés), cAmara
de flujo laminar, autoclave All American®, potencidémetro Oakton®,
refrigerador para almacenamiento de muestras, balanza de precision AE
ADAM®, agitador Fisher Scientific®, dispensador para medios de cultivo
Ward’s Science®.

Esterilizacion de materiales y limpieza de equipo

Se utilizo hipoclorito de sodio (NaClO,) al 5% con la sumersion de los
recipientes de vidrio durante 6 horas. Los residuos de cloro en los recipientes
se eliminaron con agua desmineralizada, posteriormente las cajas Petri, las
pinzas y los bisturi se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20 min.
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120°C durante 20
min.

Previo a la siembra de los tejidos se desinfectd el area de trabajo de la
camara de flujo laminar con etanol al 70%.

Establecimiento de apices meristematicos

Preparacion y desinfeccion del material vegetativo

Los tubérculos fueron lavados con agua y detergente antibacterial, se
utiliz6 una navaja previamente desinfectada con una solucion de NaClO,
al 2% para la diseccion de las muestras y la toma de al menos una yema

axilar. Las yemas fueron sumergidas por un intervalo de 20 min en una
solucion de 2 g de benomil®/ 1 L de agua.

13
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Siembra in vitro del material vegetativo

La fase in vitro se llevo a cabo en tres etapas, establecimiento, multiplicacion
y tuberizacion en sistemas de inmersion temporal.

Fase de establecimiento

Los brotes de yemas se desinfectaron durante 5 min con NaClO, al 2%,
posteriormente se eliminaron los residuos de cloro con tres lavados sucesivos
de agua desmineralizada estéril. Se utilizaron hojas estériles de bisturi para
extraer apices meristematicos de aproximadamente 0.5 cm los cuales fueron
sembrados en grupos de tres. Los recipientes para la siembra fueron frascos
de vidrio de 7cm de alto y 5 cm de diametro a los que se les adicion6 25 mL
de medio de cultivo MS con 0.2 mg/L de acido 1-naftalenacético (ANA)y
0.1 mg/L de acido giberélico (GA3).

Los recipientes de siembra fueron colocados en el cuarto de crecimiento
bajo condiciones controladas de 20 & 2 °C de temperaturay 16 horas luz de
fotoperiodo, durante 30 dias.

Fase de multiplicacion

Transcurridos 30 dias del establecimiento se inicié la multiplicacion por
micro esquejes, se procedio a la siembra de los mismos en tubos de ensayo
con 15 mL de medio para multiplicacion. En la fase de multiplicacion se
agregaron acido giberélico y 6-BAP incorporadas al medio de cultivo. Los
tubos fueron colocados en cuarto de crecimiento bajo condiciones
controladas de 20 £ 2 °C de temperatura y 16 horas luz de fotoperiodo,
durante 21 dias (Castro et al., 2012).

14
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Fase de tuberizacion
Limpieza de los componentes

Se utiliz6 una solucion de NaClO, al 2.5% para la desinfeccion de los
componentes del RITA®, los cuales fueron sumergidos por 20 minutos,
luego se procedio a esterilizarlos por 20 min a 120°C y 15 libras de presion.

Propagacion en Sistemas de Inmersion Temporal

Los explantes utilizados fueron los obtenidos en la etapa de multiplicacion
en medio de cultivo semisélido, cada RITA® se conectd a un sistema de
entrada de aire proveniente de un compresor con un sistema automatizado
para controlar las frecuencias de inmersion, tiempo y flujo de gases (Montoya
etal., 2008).

En la fase de tuberizacidén fueron seleccionados 15 esquejes con seis o
siete yemas axilares cada uno, la cantidad fue seleccionada de acuerdo a la
capacidad del Recipiente de Inmersion Temporal RITA®.

Preparacion de medio de tuberizacion

En la fase de tuberizacion se prepararon 15L de medio de cultivo; para la
preparacion del medio se utilizo, medio de cultivo MS Caisson® 4.33 gr/L,
L. cysteina 0.1 mg/L, acido citrico 0.05 mg/L, 4cido ascorbico 0.05 mg/L,
Pantotenato de calcio 0.1 mg/L, 6-BAP 1mg/L y sacarosa 80 gr/L (Montoya,
N. Castro, Dagoberto. Diaz, Jaiber. Rios, D., 2008).

El inductor de tuberizacion utilizado en este experimento fue la sacarosa la
cual actué como inductor de genes encargados de controlar la produccion

15
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de microtubérculos (Xu, et al., 1998), Segun Jiménez et al., 1999, la
concentracion dptima de sacarosa para la formacion de microtubérculos es
de 80 g/L.

Se dispensaron 300 mL de medio de tuberizacidén en cadauno de 72 frascos
RITA® previamente esterilizados, utilizando la cdmara de flujo laminar.
Siembra de explantes en RITA ®

Se tomaron 15 esquejes producto de la multiplicacion, se colocaron los
esquejes sobre el tamiz del RITA®. Posterior a la siembra se llevo el sistema
al area de crecimiento donde se sometié a diferentes condiciones de
fotoperiodo y frecuencia de inmersion, como se indica en los tratamientos
(cuadro 1).

Operatizacion de las variables

Variables no paramétricas

a. Numero de microtubérculos y b. Numero de microtubérculos vitrificados.
El analisis de las variables no paramétricas fue realizado con la prueba de

Kruskal-Wallis modificada, utilizando un nivel de significancia a 0.05, la
ecuacion utilizada fue la siguiente:

itﬁ -t
] — =l

n-n
k R2
=LZ ——3(n+1)
n(n—'_l) i=1 n:

Donde: g es el numero de rangos que se repiten y ti es el nimero de veces
que se repite el rango i-ésimo.

16
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Variables paramétricas

c. Peso fresco de microtubérculos; se utilizé la prueba de Duncan para
estimar la diferencia entre pares de medias luego de se ha rechazara la
hipétesis nula en el analisis de varianza, con un nivel de significancia de
a=0.05.

Tratamientos

Los tratamientos evaluados para la produccioén de microtubérculos en
RITA® se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en la micropropagacion de tubérculos
de papa variedad Loman.

Tratamiento Variedad  Frecuencia de inmersion Fotoperiodo

Tratamientol  Loman 3 min en intervalos de 3 h 14 hluz, 10 hsinluz
Tratamiento2  Loman 3 min en intervalos de 3 h 16 hluz, 8 h sin luz
Tratamiento3  Loman 3 min en intervalos de 7 h 14 hluz, 10 hsinluz
Tratamiento4  Loman 3 min en intervalos de 7 h 16 hluz, 8 h sin luz
Tratamiento 5 Loman 3 min en intervalosde 10h 14 hluz, 10 hsinluz
Tratamiento 6 Loman 3 minenintervalosde 10h 16 hluz, 8 hsinluz

17
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el efecto de la frecuencia de inmersidon y el fotoperiodo en
diferentes intervalos en el cultivo de papa, se realiz6 una prueba de Duncan
con un a= 0.05 a los tratamientos, el tratamiento cinco con una frecuencia
de inmersion de 3 min en intervalos de 10 horas y un fotoperiodo de 14
horas luz y 10 horas oscuridad dio un mayor peso fresco como se muestra
en el cuadro 2; sin embargo no hubo un diferencia significativa comparada
con el tratamiento seis (3 min en intervalos de 10 horas y un fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas oscuridad), en ambos tratamientos se alcanzaron
valores de 2.32 y 2.19 respectivamente (Cuadro 2), por los resultados
anteriores se considera que ambos tratamientos pueden ser utilizados,
deseablemente el tratamiento cinco.

Esta prueba multiple de comparacion de medias Duncan (Cuadro 2) para
la variable peso fresco, considero el test: Duncan Alfa=0.05, un error de

0.7555 y 66 gl.

Cuadro 2. Prueba multiple de medias para la variable peso fresco.

Tratamiento  Medias n E.E.
5 2.32 12 0.25 A
6 2.19 12 0.25 A B
4 1.56 12 0.25 B C
3 1.47 12 0.25 B C
1 1.35 12 0.25 C
2 1.28 12 0.25 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

18
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Enla figura 1 se observa el comportamiento de los tratamientos en relacion
al peso fresco de microtubérculos, los tratamientos 5 y 6 fueron los mejores,
no mostrando entre ellos diferencia significativa ya que ambos poseen la
misma frecuencia de inmersion; sin embargo fueron superiores con relacion
a los otros tratamientos; por lo tanto la frecuencia de inmersion es
considerada uno de los factores que tiene mayor incidencia en la respuesta
morfogenética de los explantes ya que es el proceso mediante el cual los
explantes se ponen en contacto con el medio de cultivo liquido y de esa
forma se toman los nutrientes, se logra la aireacion e intercambio gaseoso
del vaso de cultivo y se regula el nivel de hiperhidricidad de los brotes
(Rademacher, 2000).

El resultado de peso fresco se ve afectado por la variedad, ya que en otros
casos se presenta mayor peso fresco en fotoperiodos cortos; asi lo reporta
Jaramillo et al. (2003) en un estudio sobre microtuberizacion in vitro de
cuatro variedades de papa. (Solanum tuberosum L.).

Peso fresco de microtuberctlos (g)

263

A
2.28 AB
1.924
BC
1.67 BC
C
IC
1.21
5.00 6.00 4.00 3.00 1.00 2.00

Tratamiento

[l Peso Fresco (g)

Figura 1. Peso fresco de microtubérculos de papa por tratamiento.

Peso Fresco (g)
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NUmero de microtubérculos

De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis para la variable nimero de
microtubérculos, el tratamiento que presentdé mayor numero fue el
tratamiento cinco, con una frecuencia de inmersion de tres min en intervalos
de 10hr y un fotoperiodo de 14 h de luz y 10hr oscuridad con una intensidad
de luz de 2000 lux, obteniéndose en promedio 4.17 microtubérculos, un
microtubérculo mas con relacion al tratamiento 3 (Cuadro 3 y 4).

Comparado con la investigacion efectuada por Castro y colaboradores
(2011), a la variedad de papa Andinita, en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), Maracay, Aragua, Venezuela, en las que
les fue posible obtener un promedio entre cinco y siete microtubérculos,
con calibres entre 4 y 16 mm por planta, en SIT (Castro et al., 2011).

En esta investigacion, debe considerarse que a todos los tratamientos se
les agrego6 80gr/L de sacarosa como inductora de tuberizacion; la sacarosa
juega un doble papel en el desarrollo de microtubérculos, aparte de ser una
fuente de carbono adecuada facilmente asimilada por las plantas in vitro y
convertida en almidon en el desarrollo de los microtubérculos, también
proporciona una osmolaridad favorable para el desarrollo de microtubérculos
(Khuri y Moorby, 1995).

Cuadro 3. Prueba de de Kruskal-Wallis para la variable no paramétrica
numero de microtubérculos.

Variable Tratamiento N Medias DE. Medianas H p
Microtuberculos 1 12 225 1.66 2.50 1224 0.0271
Microtuberculos 2 12 242 144 3.00

Microtuberculos 3 12 2.83 1.64 3.00

Microtuberculos 4 12 2.58 1.83 2.50

Microtuberculos 5 12 4.17 1.70 4.00

Microtuberculos 6 12 375 1.60 4.50
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Cuadro 4. Prueba multiple de medias de de Kruskal-Wallis para la
variable no paramétrica nimero de microtubérculos.

Tratamientos Rangos
50.33
46.00
34.28
32.04
28.67
27.58

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

— N W oL
o> > > >
aQww
O

Debe considerarse que otros factores que influyen en la tuberizacion son la
temperatura, el fotoperiodo y la intensidad de la luz; se observd que el
tratamiento cinco que fue expuesto a menor fotoperiodo, comparado con el
tratamiento seis, aunque comparten la misma frecuencia de inmersion, el
promedio de microtubérculos del tratamiento cinco fue 0.42 mayor que el
tratamiento seis, también se deben tomar en cuenta los componentes de los
medios de cultivo y la variedad (Garner y Blake 1989; Hussey y Stacey
1984), ambos tratamientos mostraron mejores promedios en relacion a los
demas tratamientos evaluados en este estudio.
Niamero de microtuberciilos

4.804
» 401
=
=
2
2 321
=
=}
=
2424 i i i
1.63
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Tratamiento
- Microtubercilos

Figura 2. Relacion de microtubérculos obtenidos por tratamiento.
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NUmero de microtubérculos vitrificados

El mayor nimero de microtubérculos vitrificados se presentd en el
tratamiento dos y en el tratamiento uno (Cuadro 5 y 6), debido a que fueron
los tratamientos sometidos a mayor frecuencia de inmersion, tres min en
intervalos de tres horas, para los dos tratamientos; la vitrificacion o
hiperhidricidad es un desorden fisiologico, causado por la presencia de
grandes cantidades de agua residual en los espacios apoplasticos de los
tejidos (Ziv, 1994).

Las hojas y los tallos de las plantas hiperhidricas muestran una apariencia
turgente y superficie acuosa, sus 6rganos son de cierto modo translicidos,
menos verdes y se quiebran con facilidad (Van Huylenbroeck, J.M., Van
Laere, L. M., Piqueras, A., Debergh, P., C., Bueno, P., 1998), de igual
forma se observaron y cuantificaron microtubérculos turgentes, fragiles y
con un cambio de color café-amarillento, los cuales no se consideran viables
para un proceso en campo.

Cuadro 5. Prueba de Kruskal-Wallis para la variable no paramétrica
microtubérculos vitrificados.

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H P
Vitrificacion 1 12 1.92 1.68 2.00 14.22  0.0101
Vitrificacion 2 12 2.58 0.90 2.50

Vitrificacion 3 12 1.25 1.14 1.00

Vitrificacion 4 12 1.50 1.00 1.50

Vitriticacion 5 12 1.17 1.19 1.00

Vitrificacion 6 12 0.83 0.72 1.00
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Cuadro 6. Resumen prueba de Kruskal-Wallis para la variable no
paramétrica microtuberculos vitrificados.

Tratamientos Rangos
6 25.00 A
5 30.04 A
3 32.17 A
4 36.83 A
1 40.96 A B
2 54.00 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El tratamiento dos en la figura 3 muestra la mayor media de microtubérculos
vitrificados con una media de 2.58 (Cuadro 5) en relacién a los otros
tratamientos; esto pudo deberse a las bajas condiciones de intercambio gaseoso,
ya que al restringir el intercambio gaseoso a medio 6 bajo se reduce la
capacidad de realizar la fotosintesis (Desjardins, 1995; Zimmerman, 1995).

Ndmero de microtubercilos vitrificados

295

234

173

1.12 i i

0.52 i
1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00

Tratamiento

Figura 3. Numero de microtuberctlos vitrificados por tratamiento.

Vitrificacion
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CONCLUSIONES

El protocolo para el establecimiento in vitro en el sistema de inmersioén
temporal RITA® que se utilizo y brindé mejores resultados en la produccion
de microtubérculos fué el medio inductor para tuberizacion (100%MS, BAP
Img/L) con una concentracion 6ptima de 80g/L de sacarosa.

Los mayores rendimientos obtenidos en base a peso fresco y cantidad de
microtubérculos fueron para el tratamiento cinco con una frecuencia de
inmersion de 3 min en intervalos de 10 horas y un fotoperiodo de 14 horas
luz y 10 horas oscuridad, sin embargo no hubo un diferencia significativa
con el tratamiento seis con una frecuencia de inmersion 16 horas luz y 8
horas oscuridad. El tratamiento cinco presentd microtubérculos mas grandes
y de mayor peso, asi como las plantas de més altura, mayor nimero de
nudos y mayor biomasa.
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RESUMEN

En los ultimos afios una de las principales causas del bajo rendimiento en
los cultivos es el clima, entre ellos la sequia, afectando la economia de los
agricultores y en consecuencia de las regiones y paises productores. La
mejora genética es una opcion para estabilizar e incrementar la produccion
de frijol comin bajo condiciones de sequia. Uno de los objetivos fue evaluar
lineas provenientes de cruzas con caracteres fenotipicos asociados con
condiciones de riego suplementario y sequia; los RILS evaluados fueron
los L-88 producto de la cruza de los genotipos de frijol negro (Phaseolus
vulgaris L.) B98311, VAX 5y TLP 19 con la finalidad de obtener una linea
o lineas tolerantes a estrés hidrico y su posible identificacion con un marcador
molecular gendmico, en este caso microsatélites (SSR) identificados y
puestos en bibliotecas gendmicas (Blair et al, 2003). Se realiz6 una prueba
de rendimiento evaluando condiciones de sequia y riego 6ptimo, bajo
condiciones de invernadero. Los mayores rendimientos en condiciones de
sequia fueron en promedio 66.4 kg.Hal con un méaximo rendimiento de
200kg.Ha-1 para la linea L88 . y el menor rendimiento fue para las lineas
L83, ,L88 ,L88, yLS8s,.

31° 38°

Se corrieron 31 marcadores moleculares SSR todos polimoérficos, de estos,
5 se consideraron efectivos en la distincidon de caracteres ligados a la
tolerancia a sequia siendo estos BM 152, IAC76, BM221, BMc284, BM189.
El marcador BM189 posiblemente se encuentre asociado con la
caracteristica de tolerancia a sequia en las lineas evaluadas ya que fue el
unico que amplifico de forma positiva para la L88-63 que presenté mejores
rendimientos bajo condiciones de sequia. Las posiciones promedio para el
mapeo genético de los marcadores evaluados estuvo entre 2.83 y 12.29
cM de los SSR BM 189 y BMc284 en frijol. Entre estas regiones posiblemente
puedan encontrarse genes de tolerancia a sequia.

Palabras Clave: RILS, seguia, mejoramiento, microsatélites.
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ABSTRACT

In recent years one of the main causes of poor performance in crops is the
climate, including drought, affecting the economy of farmers and thus of
producer countries and regions. Genetic improvement is an option to stabilize
and increase the production of bean under drought conditions. One of the
objectives was to evaluate lines from crosses with phenotypic characters
associated with conditions of supplemental irrigation and drought; evaluated
RILS were the product L-88 of the cross of the black bean genotypes
(Phaseolus vulgaris L.) B98311, VAX 5 and TLP 19 with the aim of obtaining
a line or lines tolerant to water stress and its possible identification with a
genomic molecular marker, in this case microsatellite (SSR) identified and
brought in genomic libraries (Blair et al., 2003). A performance test was
performed evaluating conditions of drought and irrigation optimal, under
greenhouse conditions. The highest yields in drought conditions were in
average 66.4 kg. Hal with a maximum yield of 200kg. HA-1 for the line
L8863 and the lower performance was for the lines L8831, L8838, L8843
and L8844.

Is ran 31 SSR molecular markers all polymorphic, of these, 5 were considered
effective in distinguishing characters linked to tolerance to drought being
these BM152, IAC76, BM221, BMc284 and BM189. Marker BM189
possibly is associated with the characteristic of drought tolerance in the
lines evaluated since it was the only one I amplifico positively for the L88-
63 presented best yields under drought conditions. The average positions
for genetic mapping of evaluated markers was between 2.83 and 12.29 cM
of the BM189 SSR and BMc284 in beans. Between these regions they can
possibly find genes for tolerance to drought.

Key words: RILS, drought, improvement, microsatellites.
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INTRODUCCION

Las necesidades actuales de alimentacion a nivel global exigen mejorar,
bajo las condiciones climaticas actuales, aumentar la calidad y la produccion
(Allard 1980). Se ha estimado que el 60% de los cultivos, no solamente el
de frijol son manejados bajo el riesgo de una sequia Intermitente o terminal
(White and Singh 1991). Se estima que la produccion total de frijol a nivel
mundial supera los 23 millones de toneladas métricas al afio.

El frijol proporciona una fuente de alimentacion proteica en la dieta
alimenticia de poblaciones. La semilla o grano contiene 22% de proteinas
altamente digerible, contiene 70% de carbohidratos totales, aporta minerales
(Ca, Mg, Fe), y Vitaminas A, B 1-Tiamina, B2-Rivoflavina, C-acido
ascorbico, realiza simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico
(Rhizobiumphaseoli) y contribuye al mejoramiento y recuperacion de
suelos (CIT,2006). Se distribuye en todos los continentes con excepcion
de la Antartida (Lopez, Fernandez et al. 1985).

La produccion de los cultivos incluyendo el frijol se ven afectadas por
factores ambientales y bidticos que se traducen en la reduccion del
cultivo, ya sea causado por dafios de patégenos e insectos (Beebe, 1991),
o la reduccidn del area para la siembra por escasez de lluvia, erosion del
suelo y altas temperaturas. Los caracteres heredables forman parte del
componente de rendimiento, calidad nutricional y tolerancia a estrés y se
manifiestan por la accidon de genes denominados poligenes; sin embargo
todavia se estan realizando estudios de posiciones cromosdmicas y el efecto
de las interacciones que controlan las expresiones genéticas y fenotipicas.
El objetivo de la investigacion fue identificar con técnicas biotecnologicas
(microsatélites) regiones asociadas a tolerancia a sequia, en una poblacion
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) L88 las cuales se obtuvieron de lineas
recombinantes (RILs).
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MATERIALESY METODOS

Se evaluaron 81 lineas derivadas de los RILs L-88, que se trabajaron en
cooperacion con el departamento de Genética de la Escuela Zamorano
Honduras, con parentales de caracteristicas tales como tolerancia a sequia,
sistema radicular profundo y resistencia a patogenos. Las lineas L-88 tienen
como parentales a B98311/TLP 19 (Tolerante) y B98311/VAX 5 (susceptible)
(Fraham, 2003, CIAT, 1986).

Se realizaron evaluaciones con marcadores moleculares SSR y
pruebas de tolerancia a sequia bajo condiciones controladas en un
invernadero.

2.1 Evaluacién a nivel genético:

Se sembraron in vitro tres semillas por cada linea de frijol L-88; la siembra
se hizo en frascos de vidrio de 100 mL, con una mezcla de agar y agua
previamente esterilizada a 120 © C. Las semillas se establecieron para su
germinacion por 10 dias, con el proposito de obtener material vegetal joven
y sano; después de la germinacion se tomaron 3 foliolos por linea y se
colocaron en un tubo de 1.5mL, los cuales fueron macerados con nitrégeno
liquido.

Se utilizé el método CTAB (Afanador, 1993) para la extraccion de
ADN. La integridad y calidad de la extraccion fue verificada con el
corrimiento de geles de agarosa al 1.5%, concentracion y corrida en
electroforesis horizontal a 100V por un periodo de 4 horas. La
cuantificacion de cada extraccion se realizo con un Espectrofotometro
marca Eppendorf ®.
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Evaluacion de marcadores moleculares

Se evaluaron 31 marcadores moleculares tipo microsatélites (Cuadro 5)
creados por Gaitan-Solis, 2002 quien los utilizé para la evaluacion de
microsatélites en frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) para el aislamiento,
caracterizacion y amplificacion de especies cruzadas y por Blair en 2003 en
el cual buscaba desarrollar un mapa de microsatélites anclando en todo el
genoma para frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). Se utilizaron con la
finalidad de genotipificarlos y observar relaciones genéticas entre los mismos.

Cuadro 1. Marcadores moleculares tipo microsatélites evaluados en
Lineas L88.

No. Nanbre Gepebmk Tauziio Forvard TmC Revelse TmC
esperado
1 IACST DOdédds 221 CCAGCAMATAANCAACCCUCAAS 3.3 AACAGAGCAACGAALMACGAAGT 539
2 PVEREM BVd34s1 165 ACGA CAGAGAGAGAGGT TG 573 CCOTGITCOCTTCTGTCTGT G 556
3PVgecacclOl  TTIFIS35 95 COOTTAGATCCCGOCCAATACT 56.6 CCOTOCAGHALGAGCGA GC 606
4 PVBRX DQI85g3¢ 224 GOTAACCAAGCTAAAGAC 475 CTCTACCTCAACAMAATAGTG I16
5 BMISZ  AF453363 127 AAGAGGAGGTCGAALCCTTAAATCG 567 CCOGIGACTTGCCAGAA GAAC 584
6 PVER11Z BV 183 AACAACACCACCCTGGAGAC 573 ACAAMAMLGCGAGGAATCACG 536
7 PVER255 BVe3&30 177 CGCCCTTAACGTITGUEAGICAA 552 TTOCCCCTIT CAGATAMACG 53
8 PVEE1l DQI8sE!e 142 AAACTCAAAGTCGTTGTTCC 51 CCACTGACTCT AGCTCCTCC 56
9 EBMISS  AF4838%3 114 CTCCCACTCT CACCCTCACT 581 GCOCCAAGTGAMACT AAGTAGA 55
10 PVEBERE] BVE35183 1683 CTCATTGCGTCTACCAGTGC 56 CCTAGGTTCOGCAGCATGT 575
11 TACT  DOdéM73 191 TTCATGGCCAAT AATCAGG 50 GAGAAMATTCAGAGGGT AGATG 506
12 PVERZIE BVe3s520 185 TOTAAAT GRCAGOCAGTGAL 547 ATCGACCACGUAGTGA CAGAG 512
13 PVER3] EVe&sld 18 AATGGCAGGTCAGTGAAMNCA 5.7 ATCGACCACGCAGTGACAGAG 572
14 BMd45  AF293023 129 GOTTGGGEAAGCCTCATACAG 554 ATCTTCGACCCACCTTGCT 563
15 PVER242 BVal&2E N7 OCTICACACCCTTITCTGATIC 538 GGETTCCITCTT G3TCTCC 553
16 GATES  AF483241 114 CAACCTGCAAAGCAAAGAGC 55 TCACTCTCCAACCACATCGAA 554
17 PVIMMILS  CB3391%1 143 AAATGTAAMGTGCTOCAT 46,1 CTCAGAGAAACGAAAGAGACA 489
18 BLENT 7935 1&  GATAGATCCCGCOCAATAGTC 55 ACGATAGENAGOSCET GFTTT 561
19 PVER125 BV&3He 150 OOAGCGACAGAAAATCGAAA 526 CTCAGACGCAGACGCAGACAC 5@
20 BMIS3 AF483865 226 OCGTTAGGGAGI TGT TGAGS 5522 TGACAMMCCATGAATATGCTAAGE 524
21 B2 AF483903 188 ATACCCACATGCACAAGTITGH 55.9 CCACCATGTGCTCATGALCGAT 552
22 PVBERS] BVE3EAE3 152 TGAGCCATATATTITTCT CACTCTT 522 ATGGGCATGGT GEATGATAG 54.6
23 BMo284  GO47E003 189 CCCTATTTATCTGCAAATTCACGAG 54 GOGAGT GTAGATCAAGAGATTAAG 523
24 PVBRS DQI85Ers 195 ATTAGACGCTGATGACAGAG 516 AGTAGAATCCTIT GAGTGTG 527
25 PVBE20 D0QIgssse 297 TCAGAAAGTTGATGGGATTG 501 TAOGCTGTTGAAGGCTCTAC 544
26 BMZZ1  GOQ49520 149 GEAATGEA A GAGA AAGCATGGH 532 CCOCTCAGGTTTGGACT CTT 566
27 BMI3]  AF4E3835 155 OCQTATCCGAGTACCGTIAAC 5717 COCTTACTCACTGT ACGCACG 581
28 BMISA  AF483870 218 TCTTOCGACCAAGCTTCTCC 585 CTCGAAT CTCAGGAACCATGACCAG 571
29 BMI14  AF48383 234 AGCCTGOTGAAATCGCTCATAG 55 CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT 551
30 BMIET  AF4838%1 191 TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC 546 TOTGTTTGTGTTCCGAATTATGA 529
31 __BMI58  AF483874 130 CCGAGCACOCGTAACTGAATGC 586 COCTOFCTTACTCACTGTACGT 1)
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Los microsatélites fueron amplificados por medio de PCR utilizando
termocicladores Eppendorf ® y Bio-Rad®, en tubos de 0.2 pl de tapa plana
esterilizados; se utilizo el protocolo de amplificacion propuesto por Ponciano
(2009); el protocolo final de amplificacion se muestra en el Cuadro 2. Se
utilizé GoTaq® G2 Green Master Mix en cada una de la reacciones de
cadena de la polimerasa, y se trabajé con concentracién de templado de
150ng. El volumen por cada reacciodn final fue de 25 pl.

Cuadro 2. Programa de amplificacion PCR para microsatélites de frijol
(Phaseolus vulgaris L.).

Descripcion Temperatura °C  Tiempo min.

A Desnaturalizacion 95 10.00
A1 Desnaturalizacion 95 0.30
B  Alineamiento * 1.00
C Extension 72 0.30
D Ciclos 30 A

E Enfriamiento 72 0.30
E; Enfriamiento 55 5.00

*Temperatura en °C de alineamiento segiin cada par de SSR. A = Desnaturalizacion.

El producto de PCR fue desnaturalizado a 96°C por 5 minutos (Ponciano,
2009). Los productos de PCR fueron separados por electroforesis horizontal
en camaras Fisher Biotech ® y Bio-Rad®, el gel de separacion se trabajaron
auna concentracion del 2%, en el primer pozo de cada camara se utilizo un
marcador de peso marca Promega ® de 100-1000pb, el tamafo de los
fragmentos en los SSR los cuales se encontraron entre un rango de 108 a
297 pb (Gonzalo, C., 2013), el tiempo de electroforesis fue 2 horas,a 100V
constantes y 500mA.

Los geles producto de la electroforesis fueron tefiidos para su visualizacioén
con bromuro de etidio (Ponciano, 2009).
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Se determinaron las frecuencias alélicas propuestas por Hardy-Weinberg
para calcular las frecuencias genotipicas a partir de las frecuencias alélicas
amplificadas, y luego se compararon entre si con el rendimiento promedio
de las lineas amplificadas con cada SSR para establecer un posible marcador
asociado al rendimiento bajo condiciones de sequia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de rendimiento en invernadero

Se evaluaron las caracteristicas fenotipicas de las variedades y lineas
(rendimiento, altura de planta y longitud de raiz) bajo condiciones de riego
optimo y sequia, (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Rendimiento bajo condiciones de riego y sequia de las lineas
y variedades ICTA Petén, Ligero, SM41 y SM42.

L88

1-81

e [ T Rt [ e | R oGl it
Riego (isg/ha) | Se quia (kgfha)

(AILP] (om)) | (AILPI (cm)) riego (cm)) sequia (cm))
L& -1 1302 40.0 31 24 27 21
Linis-2 900 2.1 22 20 25 1é
Ln& -3 1200 60.0 32 28 24 27
Ln-4 300 0.0 33 23 19 21
Ln&s -5 1800 12.0 3% 23 30 23
Lnds -6 1800 2.0 34 20 21 28
Ln®s-7 2000 90.0 33 31 25 30
Ln&-2 2200 70.0 26 24 20 23
Ln®.-9 1800 60.0 31 19 22 33
Lo#-10 2200 77.0 33 43 16 23
Lo#E-11 500 g9.5 31 24 20 22
LnZs-12 1000 60.0 37 26 21 20
Lnss-13 2100 0.0 37 1é 12 21
Ln&s-14 1500 0.0 19 22 15 24
Ln&s-15 2600 40.0 28 21 16 20
Lnis-16 2202 100.0 33 23 17 22
Ln&R-17 1500 50.0 27 24 16 24
Ln#E-12 1800 30.0 32 26 14 30
Lo#-19 3100 40.0 31 20 13 22
Ln#=-20 2100 140.7 21 15 18 21
Ln#E-21 400 150 29 12 19 1é
Ln#-22 &50 300 32 18 26 25
Ln#R-23 900 140.0 18 29 19 22
LnR-24 1300 30.0 26 23 18 15
Ln#R-25 3150 132.9 31 42 22 22
LnR-26 2100 170.0 15 20 32 21
Ln#e-27 1600 8.5 29 22 23 28
LniR-28 1000 60.0 17 24 17 23
Lnis-29 801 g0.0 33 23 28 17
LnEE-30 1700 30 24 21 26 19
LnsE-31 1000 20 24 19 23 28
Ln#E-32 1700 0.0 33 20 31 23
Lnis-33 600 30 23 20 25 23
Ln#:-34 2100 100.0 30 18 20 21
Ln#-35 1200 30.0 33 21 23 24
Lo#-36 1800 140.0 26 24 19 20
Lo#-37 1100 60.0 23 20 19 28
Ln#-32 200 1.0 29 17 16 1d
Ln#E-39 1000 100.0 32 24 31 27
Lnis-40 2003 0.0 32 21 28 22
LnfR-41 60.1 23.0 33 19 22 28
Lnis-42 200 0.0 23 20 20 21
Lnis-43 700 0.1 24 22 23 23
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: Rend Pran | Rend Prom Altura de| Altmia de Luugil}ld M11@1<1
Lnea 88 Riego (kghn) | Sequin & glhn) Planta Phnta de 1@ de 1aiz
liego sequia (Long, (Log,
Lin&8-44 30.0 01 22 12 21 20
Ln&8-45 15.0 100.0 14 18 25 24
Lng3-46 120.0 10.0 24 16 23 20
Ln&s-47 100.0 14.5 20 26 22 12
Lng3-48 0.0 19.0 26 22 16 24
Lng8-49 140.0 70.0 24 18 29 18
Ln&8-50 160.0 0.0 29 15 18 17
Ln&s-51 110.0 120.0 21 19 24 16
Ln83-52 0.0 90.0 20 20 26 21
Ln&s-53 250.0 100.0 25 22 22 16
Ln83-54 170.0 5.0 27 17 22 20
Lng8-55 170.0 S0.0 23 20 20 27
Ln&s-56 €0.5 1200 31 22 21 21
Lngs-57 150.2 70.0 27 16 22 24
Ln83-58 150.0 150.0 31 21 26 22
Lngs-5¢ 200.0 1300 30 22 22 23
Lng3-60 0.0 100.0 45 23 22 24
Ln&s-61 120.0 500 56 27 22 23
Ln&3-62 190.0 60.8 35 19 24 22
Lings-63 375.0 2000 35 15 18 28
Lngs-64 150.0 130.0 41 16 18 20
Ln&s-65 120.0 800 32 20 16 22
Ln83-66 170.0 700 30 20 27 20
Ln&s-67 120.0 200 51 20 23 21
Ln&3-68 100.0 7o 38 22 22 23
Lngs-6% S0.0 4.5 40 12 16 20
Lngs-70 140.0 160.0 52 15 29 21
Ln&s-71 160.0 40.0 43 12 18 16
Lng3-72 110.0 300 27 18 24 25
Ln&s-73 2357 400 56 29 26 22
Ln&3-74 250.5 300 30 23 22 15
Lngs-75 170.0 759 37 22 22 22
Lngs-76 170.0 170.0 33 20 20 21
Lngs-77 240.0 846 41 17 21 20
Ln83-78 150.0 90.0 37 20 22 27
Lngs-7¢ 150.0 120.0 51 22 26 21
Ln&2-80 200.0 70.0 40 16 22 24
Lngs-81 140.0 1500 30 21 29 22
ICTA Ligero 220.0 130.0 33 22 16 23
ICTA Peten 2457 100.0 31 23 20 24
ICTA SN 41 340.0 500 25 27 22 23
ICTA BM 42 250.0 50.0 30 19 25 22

A las lineas indicadas en el cuadro anterior se les aplicaron pruebas
estadisticas, complementadas por una grafica de lineas (Figura 1), para
determinar las de mejor comportamiento en ambas condiciones de riego.
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Grafico 1. Rendimiento bajo condiciones de riego y sequia de lineas L88 _
oy variedades ICTA Petén, Ligero, SM41 y SM42.
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El cuadro 4 refleja el comportamiento de las lineas L-88 de forma sintetizada

Cuadro 4. Resumen del rendimiento lineas L-88.

Rend. Prom. Rend. Prom. Altura de Planta  Altmra de Planta  Longitud de raiz - Longitud de raiz

Riego (kgha) Sequia (kgMa) riego (Alt.F1 sequia (AltPl (Long. Raiz1iego {Lﬂll’g. Raiz

{cm)) (cmy)) {cmy) sequia (an))
Promedio 154.7467 66.3007 30,05 2067 21.79 2213
Valor Max 375.0000 200.0000 56.16 31.00 32.00 33.00
Valor Min 15.0000 0.0100 14.00 12.00 12.00 12.00

En la prueba en invernadero al someter las lineas y variedades a condiciones
de riego complementario (Rg) se obtuvo un rendimiento promedio de 154.7,
resultando la linea L88-63 la mas productiva con 375kg.Ha'y la linea
L88-45 la de menor rendimiento, cumpliendo con el requerimiento hidrico
(INTA, 1997) de 362mm de agua, mientras que Bajo condiciones de sequia
(Sq) el rendimiento promedio fue de 66.4 kg.Ha'; el maximo rendimiento
obtenido fue de 200kg.Ha™! para la linea L88-63 y el menor rendimiento
fue el de las lineas (L) 88-31, 38, 43, 44 y 50 encontrandose por debajo del
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Kilogramo por hectarea. La linea 63 se encontrd dentro de las diez lineas
mas vigorosas en el desarrollo del cultivo (buen tamafio, follaje), bajo ambas
condiciones; asi también presentd un buen rendimiento y cualidades
fenotipicas favorables bajo condiciones de sequia. El criterio de seleccion
considerado fue rendimiento, ya que el mismo es un caracter eficiente para
la deteccion de genotipos tolerantes a sequia (Teran, 2002).

Las variaciones en rendimiento pueden deberse a la composicion genética
aportada por el progenitor comun B98311, ya que posee tolerancia a sequia,
derivada de la linea mejorada de la raza Durango y las caracteristicas de
rendimiento de un cultivar de la raza Mesoamericana. El germoplasma de
la raza Mesoamericana se reconoce como una fuente de genes para el
mejoramiento en ambientes secos y humedos en América Central (White
et al. 1994).

El rendimiento similar para las condiciones de Riego y Sequia en algunas
lineas (L88 39, 76, 81) posiblemente se debe a que el control de patdgenos
fue similar para ambos; lo cual coincide con otros estudios realizados por
(Pérez, 2009).

Marcadores Moleculares
Microsatélites (SSR)

Se evaluaron un total de 31 marcadores (Cuadro 1) reportados como
polimérficos por otros estudios (Blair, 2003; Gaitan , 2002), se realiz6 un
estudio de genética descriptiva con el fin de conocer polimorfismos entre
padres y caracteristicas de los marcadores dentro de la poblacion. De los
SSR solamente amplifico el 16% (BM152, BM189, IAC76, BMc284 y
BM221); el SSR BM189 present6 6 amplificaciones en las lineas L88 |
con un rendimiento promedio 95.13 Kg.Ha'l’ SSR BM152 con 5

62-63-72y 74,
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amplificaciones L83, . 4y 75, con UI rendimiento promedio 88.18 Kg.Ha-
', SSR TAC76 2 amplificaciones L88 | _ con un rendimiento promedio
37.5Kg.Ha', SSR BMc284 4 amplificaciones L88 ., 4y7s U rendimiento
promedio 103.98 Kg.Ha:¥SSR BM221 con una tinica amplificacion en la
linea L88 74 con un rendimiento promedio 75.9 Kg.Ha-1, las variedades
ICTA Petén, Ligero, SM41 y SM42; el SSR BM221 no mostraron una sola
amplificacion. El promedio de las amplificaciones en las Lineas fue del 4%;
por otra parte, ninguna de las variedades ICTA Petén, Ligero, SM41 y
SM42 mostré amplificacion, probablemente debido a que no eran lineas

puras (Burr, 1998).

Se obtuvo el valor p Hardy-Weinberg para calcular las frecuencias
genotipicas a partir de las frecuencias alélicas amplificadas (Cuadro 5) lo
que dio como resultado que los marcadores BMc284 y BM189 puedan
utilizarse en el genoma para determinar posible tolerancia a sequia basado
en el rendimiento obtenido (Figura 2). Lo anterior puede observarse en el
cuadro 9

Cuadro 5. Frecuencias por marcador asociado a rendimiento de frijol bajo
condiciones de sequia.

Rendimiento Kg.Ha-
Locus Valor p Lnp 1

BM152  0.0588235294117647 2.83321334406  88.18
BM189  0.0705882352941176 2.65089178726  95.13
IAC76 0.0235294117647059 3.749504075930 37.50
BMc284 0.0470588235294118 3.056356895370 103.98

BM221 0.0117647058823529 4.442651256490 75.90

Fuente: Datos tomados de la matriz binaria para la amplificacién en electroforesis.
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Esta asociacion entre los marcadores sefialados y la tolerancia a sequia
puede reflejarse en la figura 2.

Figura 2. Grafica rendimiento bajo sequia de lineas L88,  y variedades
ICTA Petén, Ligero, SM41 y SM42 y su asocio con SSR.
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Construccién mapa de ligamiento

Se evalud un total de 31 marcadores SSR; en la construccion del mapa se
considerd la ubicacion de los microsatélites en los mapas previos a esta
investigacion (Blair et al., 2003). Esto se presenta en el cuadro 6

Cuadro 6. Caracteristicas y posicion en el genoma de los SSR.

Nombre Genebank es.;:r;ggocm
BM152 AF483868 127
BM189 AF483893 114
IACT6 DQ469473 191
BM221 AF483903 186

BMc284 G0O478003 189

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov

Para los 5 marcadores microsatélites se construyd un mapa de ligamiento
con las L.88; se reportan 11 grupos de ligamientocon distancias promedio
de 176.8cM segiin NCBI. En la grafica de mapa de ligamiento se observa
que los marcadores BM189 y BMc284 con posiciones 2.83 Y 12.29cM.
En base al nimero de amplificaciones positivas, entre estas regiones podrian
encontrase algunos de los genes de tolerancia a sequia.

M Loci

— BM 221
16.73 —

|—— BMc284

|—— IACT76

620 —

BM 189

283 —

——BM152

Figura 3: Mapa de ligamiento con 16 individuos de la L88.
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CONCLUSIONES

1.

44

De los 31 marcadores moleculares SSR evaluados, solamente cinco
marcadores BM152, BM189, IAC 76, BM221 y BMc284 amplificaron
con las L88; los cuales posiblemente pueden asociarse con el rendimiento
de Lineas de frijol y con la caracteristica de tolerancia a sequia. Los
marcadores BM152 y BM189 mostraron la mayor amplificacion de
bandas en las lineas L-88; BM 152 amplifico para las lineas L88-21-22-
58-74y 75, BM189 amplifico con las lineas L88-9-10-62-63-72y 73.

El marcador BM189 posiblemente es el que se encuentre asociado con
la caracteristica de tolerancia a sequia en las lineas evaluadas ya que
fue el tinico que amplifico de forma positiva para la L88-63 que presento
mejores rendimientos bajo condiciones de sequia, y que coincide con el
estudio “Técnicas de deteccion indirecta de la resistencia a la sequia
en frijoles secos elaborado por Fraham en el afo 2003.

Las posiciones promedio para el mapeo genético de los marcadores
evaluados estuvo entre 2.83 y 12.29¢M para los marcadores BM189 y
BMc284 en frijol. Entre estas regiones posiblemente puedan encontrarse
genes de tolerancia a sequia.

Las lineas L88-63 y L88-23 presentaron los rendimientos mas elevados
y las caracteristicas fenotipicas mas vigorosas en las condiciones de
sequia.
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RECOMENDACIONES

1. Aplicar mas marcadores moleculares que puedan estar asociados con
genes de tolerancia a sequia.

2. Analizar las Lineas L88 en condiciones de campo bajo las mismas
modalidades de riego y sequia para observar la interaccion de genotipo
ambiente y campo y verificar la asociacion de los marcadores
identificados con tolerancia a sequia.

3. Evaluar lineas criollas que presenten tolerancia a sequia, cumpliendo
con la regla de utilizar lineas de la progenie a partir de la segunda
generacion (F2), retrocruzas (BC), lineas recombinantes hermanas
(RILs) para evitar niveles elevados de distorsion en la segregacion
durante el analisis de ligamiento.
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RESUMEN

Variabilidad genética, relaciones filogenéticas y evolucion de las especies
de Coffea, son aspectos importantes a considerar en la evaluacion y
conservacion de recursos genéticos asi como en programas de mejoramiento
en el café.

Se han realizado investigaciones para determinar las afinidades genéticas
entre las especies del género coffea, asi como la evolucion de las mismas,
hasta llegar a la especie comercial actualmente mas utilizada, el tetraploide
C. arabica. Sin embargo, los analisis realizados aun no son definitivos.

En este estudio, secuencias genéticas especificas de regiones no
codificantes del cloroplasto. (Espaciador intergénico TrnL-TrnF e Intron
TrnL), asi como de la region V7 de la mitocondria fueron analizadas.
Adicionalmente secuencias genéticas nucleares también fueron examinadas.
El propésito fue encontrar las relaciones filogenéticas en el género Coffea
y la ruta de evolucién de C. arabica.

Los resultados reflejan las asociaciones genéticas asi como el origen y
distribucion geografica de las especies de café. Asi también se demostro
que la especie diploide C. eugenioides es el progenitor materno de la
especie tetraploide C. arabica y una fuerte evidencia de que C. canephora
sea el progenitor paterno Sin embargo los datos no descartan a C. brevipes
como una de las especies paternales. Las inferencias de esta investigacion
pueden ser importantes en el mejoramiento genético de las especies del
género Coffea.
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ABSTRACT

Genetic variability, phylogenetic relationships and evolution of Coffea
especies are important considerations in the evaluation and conservation of
coffee genetic resosurces as well as in coffee breeding.

Research has been carried out to determine the genetic affinities between
the species of the genus Coffea, as well as the evolution of them, to reach
the commercial species currently most used, the tetraploid C. arabica.
However, the analyzes performed are not yet definitive.

In this study, specific genetic sequences from chloroplast non-coding
regions, (TrnL-Trn Fintergenic spacer and Intron Trn L) and that of the V7
region of the mitochondria were analyzed. Additionally, nuclear genetic
sequences were also examined. The purpose was to find phylogenetic
relationships in the genus Coffea and the evolutionary path of C. arabica

The results reflect the origin and geographical distribution of coffeasepecies.
It has also been demonstrated that C. eugeniodes is the maternal progenitor
of thetetraploid C. arabica, and strong evidence is provided for C. canephora
being the paternal donor. However the obtained data do not exclude C.
brevipes as a paternal donor. The conclusion of this research could be
important in genetic breeding of Coffea species.
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INTRODUCCION

Se han realizado diversos estudios para investigar las afinidades genéticas
entre las especies del género Coffea. A pesar de ello, tanto las relaciones
entre las especies silvestres de café, asi como el origen del tetraploide
comercial; la especie C. arabica todavia no estan claras. Sobre la base de
observaciones cromosdmicas en haploides ha sido sugerido que C. arabica
podria ser un autotetraploide (Narasimhaswamy, 1962). Sin embargo, el
comportamiento meidtico de algunos hibridos interespecificos y el modo de
herencia de los genes duplicados indican que C. arabica es una lopoliploide
(Carvalho, 1952), o quizas un segmento de un tetraploide (Grassias y
Kammacher, 1975). Su distribucion geografica es caracteristica de los
poliploides, ya que este se encuentra casi completamente fuera del rango
de distribucion de las especies diploides (Carvalho et al., 1969). Charrier y
Berthaud (1985), sugieren que C. arabica podria haber surgido de la
hibridacidn natural entre dos especies de café diploides ancestrales, seguidas
de formacion de gametos no reducidos.

En este estudio, dos regiones no codificantes del ADN del cloroplasto
seleccionados por Taberlet et al. (1991) se han utilizado para examinar la
filogenia molecular en Coffea spp. La variacion en ADN mitocondrial en
laregion V7 del gen srRNA también ha sido estudiado. (Este segmento de
ADN mitdocondrial fue previamente usado por Russell (1994)). Para
complementar la informacion, una secuencia nuclear derivada de un clon
anénimo de Pstl también fue utilizado. El objetivo principal fue investigar
las relaciones filogenéticas dentro del género Coffeay la posible evolucion
de C. arabica.
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MATERIALESY METODOS

Material vegetal

El material vegetal utilizado se describe en el Cuadro 1. En analisis de
secuencias nucleares , no se incluyd N39, en el supuesto que la mayor
parte de las accesiones de C. arabica tienen el mismo patrén de secuencia.
Cuatro accesiones representando cuatro géneros diferentes en la familia
Rubiaceae fueron utilizados como especies fuera del grupo. Estas fueron
Vangueria edulis, Gardenia thumburgia, Mitrostigma axilare y Ixora
Findlaysoniana.

Especies - accesiones- orige fuente

Coffea liberica (excelsa) es también conocida como c. dewevrei.
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Procedimientos moleculares y analisis de datos de secuencias
genéticas

Los cebadores de cloroplasto especificos utilizados fueron idénticos a
los utilizados por Taberlet et al. (1991) para amplificar la region
espaciadora intergénica trnL Exon-trnF y el trnL Intron. Los cebadores
mitocondriales utilizados fueron disefiados por Russell (1994) para
amplificar la region V7 del ADN mitocondrial ribosomal de la planta.
Cebadores para la amplificacion del ADN nuclear fueron disefiados a
partir de uno de seis clones secuenciados de una biblioteca Pstl de
café. Todos los cebadores se enumeran en los cuadros 2 y 3.

Clonacion de productos PCR

Los productos amplificados de PCR fueron purificados usando el sistema
de limpieza de ADN (PROMEGA); el método estd basado en unir largos
fragmentos de ADN con resina insoluble, lo cual permite una posterior
limpieza y purificacion.

Los productos de PCR purificados fueron ligados en pGEMR-T por
procedimientos ya estandarizados. La maxima eficiencia de células DH5
(delta) (Gipco-BRL) fueron usados para transformacién. La
identificacion de los clones fue basada en una evaluacion azul/blanco;
las colonias blancas generalmente contienen ADN insertado
(recombinantes) mientras las colonias azules no los tienen (no
recombinantes). Stocks permanentes de los clones seleccionados fueron
realizados y almacenados (maniatis etal., 1982). El secuenciador Applied
Biosystems 373 ADN automatizado, fue usado para secuenciar los
fragmentos de ADN clonado.
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Analisis de datos

Para el analisis de coordenadas principales, se usé el paquete estadistico
de Higgins( 1992). El analisis de coordenadas principales estd basado en la
matriz de similitud derivada de los coeficientes Nei and Li (1979), conducidos
con el paquete estadistico GENSTAT 5. Para los analisis de las secuencias
se utilizoé el método de GGENS Y SHARP (1988). El programa PHYLIP,
(Felseinstein 1993) fue utilizado para la construccion de los arboles
filogenéticos. Para evaluar estadisticamente los arboles filogenéticos la
técnica conocida como “bootstrapping” fue utilizada; este es un
procedimiento intensivo estadistico computarizado que requiere el uso de
los programas PHYLIP (SEQBOOT, DNADIST, NEIGHBOR and
CONSENSE). El arbol filogenético fue construido utilizando un método de
matriz de distancias (programa NEIGHBOR, paquete estadistico PHYLIP).
Las distancias genéticas fueron corregidas con sustituciones multiples usando
el método de dos parametros de Kimura’'s (Kimura’'s 1983).

Los promedios de sustitucion de bases en el ADN nuclear y del cloroplasto
(espaciador intergénico e intron) fueron obtenidos usando el programa
fast DNA ml (Olsen et al., 1994) que usa el maximo algoritmo de
probabilidad (Felsenstein, 1981). Todos los célculos de sustituciones de
bases fueron fundamentados en el arbol filogenético construido, usando
los programas DNADIST y PHYLIP NEIGHBOR. Los porcentajes de
divergencia entre las secuencias, fue estimado con la féormula utilizada
por O’Donell (1992).

Cuadro 2. Secuencias de cebadores utilizados para amplificar y secuencia
del genoma nuclear del café.

Nombre Secuencia Region amplificada

COCl1 (adelante) 5S’TGGGAGAAGGAGACTGAA3Z’ anénimo nuclear
COC2 (reverso)  5S’CGAAAGCCAAATAGAAAAZ’ anénimo nuclear
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Cuadro 3. Secuencias de cebadores especificos (regiones de cloroplasto
y mitocondria) usados para la deteccion de diversidad genética en especies
del género coffea.

NOMBRE SECUENCIA REGION AMPLIFICADA
CH-A 5 ' CATTACAAATGCGATGCTCT 3 ' Chloroplast DNA trnT(UGU to
CH-B 5 ' TCTACCGATTTCGCCATATC 3° trnL(UUA) intergenic region
CH-C 5' CGAAATCGGTAGACGCTACG 3'  Chloroplast DNA
CH-D 5' GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3' trnL (UUA) intron
CH-E 5+ GGTTCAAGTCCOTCTATCCC3 ' Chloroplast DNA trnL(UAA) €O
CH-F 5' ATTTGAACTGGTGACACGAG3 ' trnF (GAA) intergenic region

-P1V7 5' CTTTCATACAGGTGCTGC 3' V7 region of plant

g-géw 5' TCACTGGCAGTCCCTCGT 3' mitochondrial rRNA

CH =Cloroplasto  MT= Mitocondria.

Resultados

Deteccion del polimorfismo usando una hebra simple de
polimerorismo conformacional por sus siglas en inglés (SSCP)

Después de la amplificacion del espaciador intergénico trnL-trnF y trnL
intron del cloroplasto y de la region V7 de la mitocondria, los productos se
examinaron por separacion en geles SSCP. El espaciador intergénico y el
intron fueron polimérficos en diferentes especies (Figuras 1 y 2
respectivamente), mientras que los productos mitocondriales fueron
monomorficos (figura 3). La presencia del polimorfismo SSCP indica que
estas regiones podrian revelar diferencias al nivel de secuencias, lo cual

podria ser valioso en cuanto a la informacion sobre la filogenia del género
Coffea.
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Figura 1. Polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP) de
especies de Coffea para el espaciador intergénico trnL-trnF de cloroplasto.
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Figura 2. Polimorfismo conformacional de una sola hebra (SSCP) de la
especie Coffea para el intron trnL-trnF del cloroplasto.
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Figura 3. Analisis secuencial de las regiones del espaciador intergénico
trnL-trnF y del intrén tnrl del cloroplasto.

Analisis de la secuencia del Cloroplast TRNL-TRNF espaciador
intergénico y regiones TRNL INTRON

Fragmentos de ADN de 18 accesiones que representan 12 especies fueron
clonados y secuenciados. Para el espaciador intergénico trnL-trnF cuatro
especies adicionales clasificadas en la familia Rubiaceae también fueron
secuenciadas para comparar las distancias genéticas dentro del género Coffea
en relacion a la de los otros géneros diferentes. Para el intron trnL solo .
findlaysoniana fue secuenciado y utilizado como un especie fuera de grupo.
Los cuadros 4 y 5 muestran el tamafio del espaciador intergénico trnL-trmF del
cloroplasto amplificado y las regiones del intron trnL respectivamente para
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todos los genotipos estudiados. No hubo diferencias entre C. arabica, por lo
tanto, so6lo un material de esta especie se incluy6 en el analisis posterior. La
figura 4 muestra la alineacién completa para 13 accesiones de café y especies
fuera del grupo para la region del espaciador intergénico trnL-trnF. La tasa
global de sustituciones de nucledtidos fue superior a la tasa de inserciones/
delesiones (16 sustituciones de nucleodtidos contra 1 insercion-delecion). La
transicion / transversion fue del orden de 1.2 (véase Cuadro 6). La figura 5
muestra la alineacion completa de las accesiones de café y las especies fuera
del grupo para el intron trnL. Al igual que en el espaciador intergénico trnL-
trnF, el porcentaje de la tasa de sustitucion de nucle6tidos en el intron trnL fue
superior a la de inserciones / delesiones (13 sustituciones contra 1 insercion /
supresion). La transicion / transversion fue de 2,2 (Cuadro 6).

Cuadro 4. Tamano del fragmento (pb) para el espaciador intergénico del
cloroplasto trnL-trnF en especies del Coffea y especies comparativas fuera
de grupo.

GENOTIPOS TAMARNO DE FRAGMENTO (pb)
1 C. brevipes 394
2. C. canephora 3753 394
3. C. canephora 3751 394
4. C.arabica (cinco accesiones) 394
5. C. congenia 394
6. C. eugenioides 394
7. C. dewevrei (exelsa) 383
8. G thumburgia 385
9.  C. humilis 394
10. 1. findlaysoniana 390
11. C. libertad 394
12. M. axilar 391
13. C. racemosa 394
14. C. pseudozanguebariae 394
15. C. sessiliflora 394
16. C. stenophylla 394
17. V. edulis 371
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Cuadro 5. Tamaio del fragmento (pb) para el intron trnL del cloroplasto
en especies del género Coffea y especies comparativas fuera de grupo.

GENOTIPOS TAMARO DE FRAGMENTO DE (pb)
1. C. brevipes 531
2. C.canephora3753 531
3. C. canephora3751 531
4. C. arabica (5 accessions) 530
5. C. congensis 531
6. C. eugenioides 530
7. C. dewevrei (exelsa) 531
8. C.humilis 530
9. Lfindlaysoniana 525
10. C.liberica 531
11. C.pseudozanguebariae 530
12. C.racemosa 530
13. C.sessiliflora 530
14. C. stenophylla 530
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Cuadro 6. Tasa de transicion-transversion derivada de sustituciones de
nucledtidos en ADN de cloroplasto y nucleo en el género Coffea.

Tipode Espaciador Intron Cloroplastos Nuclear
sustitucién intergénico totales

Transicion (Ts)

A-G 3 6 ] 7
T--C 7 5 12 9
Total

Transicion 10 11 21 16

Transversion (Tv) |
A--T 0 1 1 3
C--G 0 1 1 6

Transversion(Tv) Il

A--C 3 0 3 0
T--G 3 0 3 1
Total

transversion 6 2 8 10
Ts/Tvrate 1.2 2.2 1.8 1.6
Ts/Tvinterval (0.6-2.1) (0.9-4.9) (0.9-2.8) (0.7-3.5)

Distancias genéticas y arbol filogenético derivado de los analisis combinados
de secuencias del especio intergenético TRNL-TRNF y del intron TRNL
del cloroplasto.
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El anélisis secuencial de ambas regiones del cloroplasto gener6 resultados
similares, por lo que sus secuencias fueron colocadas conjuntamente para
estimar la distancia genética combinada y el arbol filogenético. (I. findlay
soniana fue utilizado como una especie fuera de grupo). Un promedio
total de 3,7% de divergencia en las secuencias fue encontrado en las
especies del género Coffea. Las sustituciones y adiciones / deleciones de
nucleétidos parecian distribuidos aleatoriamente (véanse las alineaciones
figura 5) y la ocurrencia de la transicion / transversion y su tasa se sintetizan
en la Cuadro 6.

Las distancias genéticas en pares, basadas en los datos combinados son
mostradas en forma de una matriz en el Cuadro 7. Los bajos valores de las
distancias genéticas son indicativos de la alta similitud entre las accesiones
comparadas. No se encontraron diferencias entre Coffea arabica y Coffea
eugenioides. El mas alto valor de distancia genética estuvo entre la especie
fuera de grupo I. Findlaysoniana y Coffea congensis (0.0456). Coffea
liberica y Coffea dewevrei (excelsa), que han sido previamente
consideradas una sola especie, mostraron grandes valores de distancias
genéticas (0.0088). Dos accesiones de Coffea canephora pudieron
también ser diferenciadas (0.0022).
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(tniL-trnF e intron tnrL). Utilizando

parametros de distancia Kimura’s 2.

cloroplasto (Espaciamientos intergénicos

Cuadro 7. Matriz de distancia de pares para
los datos combinados delas secuencias del

Un arbol representativo basado en los datos combinados es mostrado en la
figura 6. La topologia del arbol separd la especie del género Coffea en
cuatro clados principales: Clado A, que comprende C. arabica y C.
eugenioides; Clado B, que comprende C. racemosa, C.
pseudozanguebariae y C. sessiliflora; Clado C, que comprende C.
stenophylla y C. humilis; y Clado D, que comprende C. canephora, C.
liberica, C. dewevrei (Excelsa), C. congensis y C. brevipes. Clado C (C.
stenophylla y C. humillis) es claramente diferente de la otros (93%
bootstrap). La separacion de los otros Clados también estan bien sustentados
{> 58% bootstrap}. La especie fuera de grupo I. findlaysoniana fue
significativamente diferente de las especies del género Coffea (100%
bootstrap). La figura 7 muestra la asociacion entre los clados en el arbol
filogenético y la distribucion de las especies en el Continente Africano.
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Como un enfoque alternativo para ilustrar graficamente las diferencias entre
estas especies, se utilizé un analisis de coordenadas principales (Figura 8). El
segundo y el tercer componente que reflejaban la mejor separacion de las
especies representan el 32% de la variacion. Los resultados apoyan la separacion
de las especies expuestas en topologia del arbol (Figura 6) en la distribucion de
las accesiones de café en cuatro grupos principales. El segundo eje distingue
entre los grupos A, B y D, y el tercero entre el grupo C y el resto.

C. arabica

A. Central Africa
C. eugenioides

C. racemcsa

C. sessiifiora B. East Africa

— . psevdozanguebariae

C. stenophyfla
™

C. humilis

C. Wes! Africa

— C. brevipes

C. congensis

C. canephora 3751
D. Cantral Alantic Africa
sy, [ C. dewevrei {excelsa)

= C. canephora 3753

C, liberica

100w L findltay

Figura 6. Arbol filogenético (diagrama) de todas las especies de Coffea e
I. findlaysoniana para datos combinados de secuencias (espaciamientos
intergénicos TrnL-trnF e intron trnL del cloroplasto). el origen de las especies
esta también indicado.
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Anélisis de la secuencia de la region mitocondrial srARNv7

Aunque el analisis de SSCP no revelo diferencias en la region mtsr ARN
V7, el tamafio de los fragmentos analizados eran demasiado grandes para
revelar efectivamente mutaciones puntuales o diferencias menores. En un
intento de revelar ramas mas diferenciadas en la filogenia del café, se
decidio realizar también analisis de secuencia en esta region. La figura 9.
muestra la secuencia de la region mitocondrial st ARN V7 para C. arabica,
var. Typica. Desafortunadamente, no se encontraron diferencias entre las
especies de esta region.

CTTTCATACA GGTGCTGCAT GGCTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT
TGGTCAAGTC CTATAACGAG CGAAACCCTC GTTTTGTGTT GCTGAGACAT
GCGCCTAAGG ATAAAGTCTT TGCAACCGAA GTGAGCCGAG GAGCCGAGTG
ACGTGCCAGC GCTACTAATT GAGTGCCAGC ACGTAGCTGT GCTGTCAGTA
AGAAGGTAGC CGGCGCCTTT CGAAGCACTT TCTAGTTAGC GCTTTAGTTT
GATTGCAGCT AGCGCGCTTG ACTAATAAGA AGACTCGGCA TTCAGGCGAG
CCGCCCGGTG GTGTGGTATG TAGTGGGTTT AGTACGCCCC GCCAAAAGGG
CTCCGAAACA AAGAAAAAGG TGCGTGCCGC ACTCACGAGG GACTGCCAGT
GA 402

Figura 9. Secuencia completa del srARN ribosémico v7 de la region
mitocondrial de C. arabica, variedad Typica. Cebadores estan
subrayados.

Disefio de los cebadores para la amplificacién de secuencias
nucleares

Se tomaron seis clones de una biblioteca de ADN de café Pst [ y se
determind su secuencia de ADN. Una de las secuencias se utilizd para
disefiar un par de cebadores (Cuadro 2), para amplificar la region de ADN
nuclear correspondiente en las diversas accesiones y especies.
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Andlisis de la secuencia de la region del ADN nuclear

Fragmentos de ADN de 17 accesiones que representan 12 especies fueron
amplificados, clonados y secuenciados. Debido al potencial heterocigético, cuatro
clones individuales de cada accesion fueron secuenciados. El Cuadro 8 muestra
el tamafio del fragmento especifico de ADN nuclear para todos los genotipos
estudiados. Estos estuvieron en un rango entre 419 a 424 bases. C. racemosa
contenia una delecion de 61 bases, con un tamafo de fragmento de 359.

La figura 10 muestra la alineacion completa de las 17 secuencias. La tasa
de sustitucion de nucleotidos fue mayor que la tasa de insercion/de delesion
(23 sustituciones de nucleétidos contra ocho inserciones/delesiones) y el
promedio de la transicion / transversion fue de 1.6 (ver Cuadro 6).

Cuadro 8. Tamaio del fragmento (pb) para la region nuclear en especies
de Coffea.

Genotipos Tamafio del fragmento (bp)
1 C. brevipes 421 421
2 C. canephora | 421 421
3 C. canephorall 421 421
4 C. arabical 421 41
5 C. arabica I1420 420
6 C. congensisJ 419 419
7 C. congensis 11420 420
8 C. eugenioides 420 420
9 C. dewevrei (exelsa) 1419 419
10  C.dewevrei(exelsa) 11419 419
11 C. humilis 421 421
12 C. liberica 419 419
13 C. pseudozanguebariae 424 424
14 C. racemosa 359 359
15  C.sessiliflora419 419
16  C.stenophyllal421 41
17 C.stenophyllall 424 424
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Figura 11. Alineamiento multiple de especies de Coffea para secuencias
de una region de micro satélites nuclear.

Se encontraron dos secuencias diferentes para cada una de C. arabica,
C. congensis, C. dewevrei (excelsa), C. stenophylla y C. canephora.
Un microsatélite mononucledtido repetido fue también encontrado en las
accesiones secuenciadas. La alineacion de la region de microsatélite se
muestra en la Figura 11. Aun y cuando esta pequefia region se mostré6 muy
variable, fue excluida del analisis filogenético debido al potencial de la enzima
Taq polimerasa de deslizarse durante la amplificacion, que conduce a la
inflacion de las diferencias genéticas; sin embargo, la secuencia de la region
del microsatélite tiende a mostrar una separacion similar de las especies en
la region de secuencia nuclear principal (datos no mostrados),
particularmente para la separacion de dos secuencias en cada una de las
accesiones C. arabica, C. congensis, C. stenophylla y C. canephora.

Dos puntos son particularmente significativos. En primer lugar, las accesiones
C. canephora I, C. brevipes y una de las secuencias de C. arabica son
idénticas. En segundo lugar, la otra C. arabica y la de C. eugenioides
también son idénticas. Las dos secuencias de C. arabica difieren en cuatro
bases (3 sustituciones y 1 delecion). Las dos secuencias de C. canephora
difieren en dos posiciones (ambas sustituciones); las dos secuencias de C.
congensis son distintas en tres posiciones (dos sustituciones y una delecion);
las dos secuencias de C. stenophylla varian en cinco posiciones (dos
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sustituciones y tres dilecciones) y las dos secuencias de C. dewevrei
(excelsa) difieren en sustitucion de 1 base. C. liberica se difiere de los
genotipos C. dewevrei (excelsa) Iy II en dos y tres sustituciones de bases
respectivamente.

Distancias genéticas y arbol filogenético del género de especies
Coffea basadas en secuencias nucleares

Las distancias genéticas entre pares de accesiones se indican en el Cuadro
9. Un arbol filogenético derivado de las distancias genéticas se muestra en
la figura 12. Solo bootstraps mas arriba del 50% se muestran en el arbol.
Como se indica (Figura 10), C. arabica exhibié dos alelos diferentes que
se separan en dos grupos distintos, C. canephora también tuvo dos alelos
diferentes, situados en el mismo clado (Figura 12). Observaciones similares
pueden hacerse para C. congensis, C. stenophylla y C. dewevrei
(excelsa).

Aunque un numero de clones también fueron secuenciados para cada uno
de las otras especies de café, solo se reveld un alelo. Es importante notar
que una secuencia de C. arabica esta en el mismo clado que C. canephora
y C. brevipes, y una secuencia diferente de C. arabica comparte el mismo
clado con C. eugenioides (Figura 12).
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Los ntimeros en la figura corresponden al nimero de orden en la

café que representan 12 especies para las secuencias nucleares.
Tabla 5.6.

Figura 13. Analisis de coordenadas principales de 17 clones de

aleulpioco [ediouud pag

Se formaron clados para los clones de C. congensis (Clado A), C. arabica,
C. canephora y C. brevipes (Clado B), C. arabica y C. eugenioides
(Clado C), y C. dewevrei (Excelsa) y C. liberica (Clado D). Los alelos de
las otras especies son claramente diferentes de los grupos ya indicados y
no forman ningun grupo en particular.

El analisis de coordenadas principales de los datos nucleares se muestra en
la Figura 13. El primero y el tercer componente muestran la mejor separacion
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de las especies y son representativos para el 55% de la variacion total. El
analisis de componentes principales de los datos nucleares refleja
ampliamente la misma separacion como en el arbol filogenético.

Comparaciones de los promedios de sustitucién en genomas
nucleares y del cloroplasto

El valor estimado del promedio de sustitucion para el espaciador intergénico/
intrén del cloroplasto fue de 1.5 y para la combinacidn nticleo/cloroplasto
2.2 (Cuadro 10). Aunque la tasa de sustitucion de nucleotidos no fue
significativamente diferente, la region intergénica parece evolucionar mas
rapido que el intron. La tasa de sustitucion del nucleotido en la region nuclear
fue significativamente diferente de la observada en el cloroplasto, lo que
sugiere que el primero evoluciona mas rapido.

Cuadro 10. Rangos de substitucion del nucledtido en secuencias de
regiones nucleares y del cloroplasto.

Comparaciéon Promedio 95 % de intervalo de confianza
Espaciador intergénico/intrén del cloroplasto 1.5 0.9-2.5
Nucleo/Cloroplasto 2.2 1.3-2.8
Discusion

Al determinar relaciones filogenéticas, comparaciones directas de la
secuencia de nucleotidos de fragmentos de ADN homdlogos muestran la
mas alta resolucién posible y en consecuencia son adecuadas para
determinar las relaciones genéticas y evolucion a diferentes niveles
taxondmicos (Olmstead y Palmer, 1994). En este estudio la secuenciacion
por PCR se ha utilizado con la intencion de determinar las relaciones
filogenéticas entre especies de Coffea y para rastrear la posible evolucion
de la especie tetraploide C. arabica.
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Secuencias organelares

Como se podria haber esperado, relaciones ampliamente similares
se obtuvieron a partir de ambos, es decir la comparacion de
secuencias tanto del espaciador intergénico como del intron del
cloroplasto. De tal manera que los datos combinados de estas
secuencias fueron considerados para obtener una mayor resolucion
del analisis. Cuatro clados distintos fueron evidentes (Figura 6). Estos
Clados estan en congruencia con la asociacion de las especies segun
distribucion biogeografica (Figuras 7 y Cuadro 2). Las especies del
clado A proceden de Africa Central, especies en el clado B de Africa
Oriental, Clado C, de Africa Occidental y el clado D del Atlantico
region de Africa. Las distancias genéticas y los analisis de
coordenadas principales son también coherentes y nuevamente
reflejan las mismas asociaciones, lo que sugiere que factores
geograficos pueden haber jugado un rol importante rol en el proceso
de especiacion.

C. racemosa, C. sessiliflora y C. pseudozanguebariae en Clado B
estan bien separados de los otros clados (Figura 6). Lo anterior esta de
acuerdo con los estudios de Louarn (1993), quien observo que los cruces
interespecificos entre miembros del clado B eran interfértiles, mientras
que barreras de fertilidad se observaron entre estas y las otras especies.
Cros et al. (1993) encontraron que estas especies tienen el menor contenido
de ADN por nucleo (alrededor de 1 pg), sugiriendo que esta barrera de
fertilidad podria estar relacionada con la diferencia en el tamafio del
genoma.

También existe una clara separacion de C. stenophyla y C. humilis (93%

bootstrap, Clado C) de las otras especies y esto probablemente refleja el
aislamiento geografico de estas especies.
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El Clado D incluye C. canephora, C. congensis, C. brevipes, C. liberica
y C. dewevrei (excelsa). Este grupo es de nuevo consistente con el observado
por Cros et al. (1993), quien observo en su estudio una mayor separacion
entre un grupo que contenia estas especies y las otras que fueron analizadas;
aun y cuando la variacion interespecifica fue baja a este nivel. En este estudio,
C. liberica y C. dewevrei (Excelsa) se asimilan dentro de este grupo. Sin
embargo, aunque estas dos ultimas especies estan en el mismo clado, las
asociaciones dentro del grupo estan relativamente separadas.

C. liberica y C. dewevrei (excelsa) han sido previamente consideradas
como una sola especie (Anthony et al., 1985). Los resultados presentados
aqui (Cuadro 6 y Figura 6) sugieren que son distintas y justifican la division
de las especies. Ambas pertenecen a la subseccion Pachy coffea. Por lo
tanto los resultados de este estudio estan de acuerdo con los de Berthou et
al (1980) quien utilizando el analisis de isoenzimas encontr6 que la distancia
genética entre C. liberica y C. dewevrei (Excelsa) era del mismo orden
que entre C. liberica y C. humilis.

Dos sustituciones de nucledtidos separaron las dos accesiones de C.
canephora. Esto puede explicarse por el hecho de que C. canephora es
una especie aldgama y ambas accesiones provinieron de diversos sitios de
colecta. En contraste, todas las accesiones de C. arabica eran idénticas,
lo que presumiblemente refleja su estrecha base genética y naturaleza
endogamica.

Un hallazgo importante fue que, sobre la base de su secuencia organelar, C.
arabica y C. eugenioides no fueron diferenciadas. Los resultados sugieren
que C. eugenioides podria ser el progenitor materno de C. ardbica. Segun
Carvalho (1958), Cramer (1957), y Berthou y Trouslot (1977), los antepasados
de C. arabica parecen ser C. eugenioides y C. canephora, C. liberica
o C. congensis. Estos resultados son entonces consistentes con estudios
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previos. Sin embargo los resultados presentados aqui van mas alla; al sugerir
que C. eugenioides es el ancestro materno de C. arabica.

La divergencia total de secuencias en el ADN del cloroplasto (Espaciador
Intergénico e intron) fue del 3,7%, superior a lo obtenido previamente por
RFLP sobre el genoma total del cloroplasto (Cros et al., 1993). Este resultado
indica que los datos obtenidos por analisis de secuencias genéticas son mas
informativos que los obtenidos por RFLP. El tamafio y frecuencia de adiciones
y deleciones observadas en los analisis de secuencias genéticas fueron
similares a las encontradas por Zurawski y Clegg (1987) y la tasa de sustitucion
en el espaciador intergénico mostrod ser mas alta que la encontrada en el
intron trnL.. Observaciones previas sugieren que se producen cambios mas
frecuentemente en regiones intergénicas que en intrones (Zurawski y Clegg,
1987, Clegg et al., 1991). Esto quizas no es sorprendente ya que el intron trnL
pertenece a la clase del grupo I de intrones que exhiben estructuras secundarias
y tienen actividad autocatalitica (Taberlet et al., 1991). En contraste, Gielly y
Taberlet (1994) observaron que el intron trnL. evoluciona a una tasa cercana
a la del espaciador intergénico.

Tanto para el intrén como para las regiones espaciadoras intergénicas, la
aparicion de sustituciones de nucleotidos fue mucho mayor que la aparicion
de inserciones/deleciones. Esto estd en contraste con los resultados de
Golenberg et al. (1993), quien indic6 que la tasa de insercion / deleciones es
igual o superior que la tasa de sustituciones de nucledtidos dentro de grupos
de taxones estrechamente relacionados en la familia de gramineas en
regiones no codificantes entre los genes rbcL y atpB del cloroplasto. Sin
embargo, los resultados presentados aqui estan de acuerdo con las de
Zurawski et al. (1984), que indicaba que eventos de pequeias adiciones /
deleciones ocurren aproximadamente una cuarta parte tan a menudo como
diferencias de nucleotidos en la region no codificante entre rbcL y atpB del
cloroplasto en una comparacion cebada-maiz.
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Secuencias nucleares

Las secuencias nucleares de ADN se han utilizado previamente para evaluar
relaciones genéticas en las plantas (Delseny et al., 1990; Furnier et al. ,
1990) y altas tasas de sustitucion hacen util este procedimiento para los
estudios de diversidad genética. Sin embargo, el ADN nuclear es heredado
de dos progenitores distintos, y la recombinacion ocurre, afectando
potencialmente las comparaciones de secuencias genéticas. Esto deberia
entonces ser considerado, cuando se infieren relaciones filogenéticas. No
obstante, la variacion en el ADN nuclear proporciona informacion
complementaria a la obtenida por analisis de ADN de organelos. En este
estudio se considero, que el analisis de las secuencias genéticas nucleares
podria ser util en el rastreo de los progenitores de la especie tetraploide C.
arabica entre las especies estudiadas de diploides del genero Coffea.

Las secuencias nucleares muestran dos alelos distintos para C. arabica
(Figura 10). Esto pudo haber sido esperado, ya que C. arabica es un
alotetraploide (Carvalho, 1952; Grassias y Kammacher, 1975). En el arbol
filogenético derivado (Figura 12), los dos alelos se ubican en clados
diferentes (64% y 67% de bootstrap, respectivamente).

La separacion de los dos alelos también se observa claramente en el analisis
de coordenadas principales (Figura 13). Adicionalmente, las especies
diploides altamente heterocigoticas C. canephora, C. congensis, C.
stenophylla y C. dewevrei (Excelsa) también contienen dos alelos
diferentes. Siendo especies diploides alogamas, la presencia de dos
secuencias representa simplemente la heterocigosidad en este locus.

Cabe senalar que, aunque la region secuenciada del microsatélite no se

incluyo en el analisis filogenético, también mostrd la misma separacion de
alelos como el analisis mas amplio de la secuencia nuclear (excepto para
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C. dewevrei (Excelsa), que mostro s6lo un alelo). La region secuenciada
del microsatélite fue inesperadamente idéntica para C. arabica y C.
eugenioides.

Una de las dos secuencias de C. arabica fue idéntica a C. canephoray C.
brevipes vy la otra secuencia idéntica a la de C. eugenioides. Estos hallazgos
sugieren que el tetraploide C. arabica pudo haberse derivado de C. eugenioides
(el progenitor madre) y C. canephora o C. brevipes. En ese sentido, es
interesante notar que C. brevipes y C. canephora también comparten
secuencias genéticas idénticas en el intron trnL del cloroplasto (Figura 5).

Como se indico anteriormente, los ancestros de C. arabica han sido
asumidos que son C. eugenioides y C. canephora, C. liberica o C.
congensis (Carvalho, 1952, Cramer, 1957; Narasimhaswamy, 1962; Berthou
et al., 1983). Mientras que los resultados aqui mostrados concuerdan en
general con la anterior propuesta también afiaden a C. brevipes como posible
antepasado paterno, y excluyen a C. liberica o C. congensis.

Comparacién general entre secuencias genéticas, secuencias
nucleares y organelares como herramientas para analisis filogenético
y evolucion de la especie de Coffea

Los datos de secuencias de ADN de las plantas disponibles permiten ahora
investigaciones detalladas de las tasas de sustitucion de nucledtidos en
genomas de plantas (Wolfe et al., 1987), la reconstruccion de las relaciones
filogenéticas entre algunas plantas superiores (Gielly y Taberlet, 1994), y
comparacion de las tasas de evolucion entre linajes (Zurawski et al., 1984).
En el estudio aqui presentado se compararon, regiones no codificantes de
ADN nuclear, de la mitocondria y del cloroplasto. La variacion en el ADN
nuclear fue mayor que la encontrada en el ADN del nticleo/cloroplasto
(tasa de sustitucion- nucleo cloroplasto 2,2) y con respecto al ADN
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mitocondrial la variacion fue cero. Los datos limitados aqui obtenidos indican
que la tasa de evolucion del ADN nuclear es el doble que la del genoma del
cloroplasto, lo cual esta de acuerdo con Wolfe et al. (1987). Wolfe et al.,
(1987) también sugieren que el ADN de mitocondrias en angiospermas
evoluciona al menos 5 veces mas lentamente que las secuencias nucleares,
y considera que el ADN de mitocondria es mas conservativo que el ADN
del cloroplasto, debido a la mayor tasa de sustitucion sinénima en los genes
del cloroplasto (3 veces mayor).

Las secuencias genéticas nucleares se han utilizado menos frecuentemente
para reconstrucciones de filogenia que secuencias de ADN del cloroplasto.
Sin embargo, la informacion generada por secuencias nucleares ha sido
importante en la evaluacion de las relaciones filogenéticas (Barbier et al.,
1991; Gepts y Clegg, 1989). Para relaciones lejanas de taxones, secuencias
de codificacion altamente conservadas, permiten determinacion precisa de
homologias permitiendo comparaciones distintas.

Para los taxones estrechamente relacionados que evolucionan rapidamente,
las secuencias no codificantes en el nicleo debieran proveer informacion
de variacion en los nucleotidos para andlisis filogenéticos. En esta
investigacion, las secuencias nucleares no codificantes mostraron ser
informativas para el rastreo de la evolucion de la especie tetraploide C.
arabica.

Las secuencias de ADN mitocondrial fueron poco informativas reflejando
la naturaleza altamente conservadora de este ADN gendémico. Las bajas
tasas de mutaciones hacen que esta molécula sea practicamente no util
para los estudios filogenéticos a niveles taxonémicos reducidos. Sin embargo,
la baja tasa de sustituciones de ADN de mitocondrias de planta sugiere que
comparaciones de secuencias podrian ser mas utiles en amplios niveles
filogenéticos en los cuales el ADN de cloroplastos es actualmente aplicado.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este estudio son consistentes con aquellos
inferidos de comparaciones taxondmicas cléasicas y reflejan el origen y la
distribucion geografica de especies del género Coffea. Se ha demostrado
que C. eugenioides es el progenitor materno de la especie tetraploide C.
arabica, y una fuerte evidencia se proporciona para sugerir que C.
canephora sea como el donante paterno. Sin embargo, los datos no excluyen
a C. brevipes como donador paterno. Estudios mas detallados en el nivel
gendmico nuclear deberia coadyuvar a consolidar estos resultados.
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Evaluacion de la aplicacion de distintas dosis de
Trichoderma harzianum para acelerar el proceso
de compostaje de subproductos de la extraccion
de aceite crudo de palma (Elaeis guineensis
Jacq.), diagndstico y servicios prestados en Finca
Yalcobé, Fray Bartolomé de las Casas, Alta
Verapaz, Guatemala, C. A.

Roger Ernesto Montejo Ldpez

RESUMEN

El Ejercicio Profesional Supervisado de Agronomia -EPSA-, realizado
de febrero a noviembre de 2014, en el Area de Investigacion Agricola
de Naturaceites S.A., se diagnostico el Area del Departamento Técnico
Agricola de esta empresa, describiendo cada una de sus areas segun
sus funciones y un FODA, para cada una de las Debilidades y Amenazas
se presentd una estrategia para convertirlas en Fortalezas y
Oportunidades. En la investigacion inferencial, se evalud el efecto
descomponedor de celulosa, por el hongo Trichoderma harzianum, sobre
el raquis de palma africana (Elaeis guineensis Jacq.), en la compostera,
en Finca Yalcobé, Fray Bartolomé de las Casas, Alta Verapaz; se
evaluaron tres dosis de T. harzianum (0, 200, 800 1,600 mm (1x107
UFC) / Tonelada métrica de raquis); formando 16 unidades
experimentales, que consistieron en camas de 10 metros de longitud
con un volumen de 17-20 Tm de raquis, a las cuales se le aplico la
misma cantidad de efluentes; se voltearon las camas, con una Menart
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®manteniendo la humedad en un rango de 60-70%. Se concluye que
Trichoderma no se reproduce dptimamente en la etapa termofilica, no
reportd diferencia estadistica en los valores de relacion Carbono/
Nitrégeno, porcentaje de Materia organica, pH y contenido de nutrientes
(Nitrogeno, Fosforo y Potasio), tiempo de compostaje. Los servicios
fueron 1) Implementacioén de buenas practicas agricolas en la aplicacion
de acido fosforico. 2) Apoyo en la coordinacidén y supervision de
actividades de campo. 3) Actualizacion de manuales de procedimiento
y creacidon de formatos para actividades de investigacion agricola.

Palabras clave: Palma africana, Elaeis guineensis, Trichoderma
harzianum, Celulosa, Compost, Tiempo de descomposicion

ABSTRACT

The Supervised Professional Exercise of Agronomy - EPSA -, from
February to November 2014, in the Agricultural Research Area of
Naturaceites SA, a diagnosis was made on this Area of the Agricultural
Technical Department of this company, describing each of its areas
according to their Functions, a SWOT, for each of the Weaknesses and
Threats a strategy was presented to turn them into Strengths and
Opportunities. In the inferential investigation, the decomposing effect
of cellulose, by the Trichoderma harzianum fungus, on the African palm
rachis (Elaeis guineensis Jacq.) Was evaluated in the composter, at Finca
Yalcobé, Fray Bartolomé de las Casas, Alta Verapaz; Three doses of T.
harzianum (0, 200, 800, 1,600 mm (1x107 CFU) / metric tons of rachis)
were evaluated; Forming 16 experimental units, which consisted of beds
of 10 meters in length with a volume of 17-20 Tm of rachis, to which
the same amount of effluents was applied; They turned the beds,
with a Menart ® maintaining the humidity in a range of 60-70%. It was
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concluded that Trichoderma does not reproduce optimally in the
thermophilic stage, did not report statistical difference in the values of
Carbon / Nitrogen ratio, percentage of organic matter, pH and nutrient
content (Nitrogen, Phosphorus and Potassium), composting time. The
services were 1) Implementation of good agricultural practices in the
application of phosphoric acid. 2) Support in the coordination and
supervision of field activities. 3) Updating of procedure manuals and
format creation for agricultural research activities.

African palm, Elaeis guineensis, Trichoderma harzianum, Cellulose, Compost,

Decay time.
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Evaluacion de cuatro diferentes momentos de
aplicacion de hidroxido de cobre para la poda
guimica de raices en la elaboracion de pilones de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) bajo sistema
Floating, diagndstico y servicios prestados a la
Empresa Casa Export Limited, Guatemala, C.A.

Enrique Antonio Ramirez Pérez

RESUMEN

En el Ejercicio Profesional Supervisado realizado en la empresa Casa Export
Limited, de febrero a noviembre del 2016, se realizo un diagnostico sobre
las labores de campo, en Catarina, San Marcos y Teculutan, Zacapa, se
identificaron como problemas principales, el no uso del equipo de proteccion
personal en la aplicacion de productos fitosanitarios y el desconocimiento
del uso de los Depositos de Biodegradacion (BIODEP) para realizar el
triple lavado de los envases de productos fitosanitarios y equipos de
aplicacion. La investigacion inferencial fue sobre la evaluacion de cuatro
diferentes momentos de aplicacion de hidroxido de cobre para la poda quimica
de raices en la elaboracién de pilones de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
bajo sistema de Floating en Teculutan, Zacapa, Guatemala; se utilizo un
bloques completamente al azar, con cinco tratamientos (0, 15, 25, 35 y el
testigo) y dos repeticiones el mejor tratamiento: 100 g por modulo, a los 25
dias después de la siembra, presenta buena calidad, excelente porcentaje
de pegue y desarrollo en campo definitivo. Los servicios realizados fueron
capacitaciones del personal sobre el uso del BIODEP y el manejo de los
residuos solidos generados en el cultivo de tabaco, para minimizar el impacto
al medio ambiente y generar conciencia entre los productores, sobre el uso
seguro de productos fitosanitarios.
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Palabras clave: Tabaco, Nicotiana tabacum, Hidroxido de cobre, Podas,
Raices,

ABSTRACT

In the Supervised Professional Exercise carried out at Casa Export Limited,
from February to November 2016, a diagnosis was made on field work in
Catarina, San Marcos and Teculutan, Zacapa. Personal protection equipment
in the application of phytosanitary products and the lack of use of
Biodegradation Deposits (BIODEP) to carry out the triple washing of the
containers of phytosanitary products and application equipment. The
inferential investigation was on the evaluation of four different times of
application of copper hydroxide for the chemical pruning of roots in the
elaboration of tobacco pylons (Nicotiana tabacum L.) under Floating
system in Teculutan, Zacapa, Guatemala; A completely randomized block
was used, with five treatments (0, 15, 25, 35 and the control) and two
replicates the best treatment: 100 g per module, 25 days after sowing,
presented good quality, excellent percentage Of stick and development in
definitive field. The services provided were training of personnel on the use
of BIODEP and the management of solid waste generated in tobacco
cultivation, in order to minimize the impact on the environment and raise
awareness among producers about the safe use of phytosanitary products.

Keywords: Tobacco, Nicotiana tabacum, Copper hydroxide, Pruning, Roots.
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Evaluacion del efecto de cuatro tiempos de
secado en las caracteristicas organolépticas y
presencia de hongos en arvejadulce
(Pisumsativum L..) para la exportacion, en la
Empresa Tierrade Arboles, S. A., Santo Domingo
Xenacoj, Sacatepéquez, Guatemala, C.A.

Antonia Juana de Jesus Vasquez Quifidnez

RESUMEN

El Ejercicio Profesional Supervisado se realiz6 en la Empresa Empacadora
y Exportadora Tierra de Arboles, S.A., de septiembre 2015 a junio 2016. El
diagnéstico de las areas y procesos de la arveja china y dulce (Pisumsativum
L.), especialmente la recepcion de materia prima, el muestreo de calidad,
almacenamiento, clasificado, despunte y el empaque; deben realizar una
clasificacion, desinfeccion, despunte, empacado y almacenado en cuartos
frios, para poder ser exportado y cumplir con estandares de calidad exigidos
por los paises importadores. En la investigacion los tiempos de secado, tuvo
como objetivo aumentar la vida en anaquel y disminuir el rechazo de producto
por presencia de hongos y cambio en las propiedades organolépticas de la
arveja dulce (Pisumsativum L.), se utilizo un disefio completamente al azar,
con cinco tratamientos (tiempos de secado de arveja: 0, 8, 12, 16 y 20
horas), se observo que a mayor tiempo de secado existe menos incidencia
de patogenos y se conservan las caracteristicas organolépticas de la arveja
dulce; para aumentar la vida de anaquel en arveja dulce se debe secar en
frio en periodos de 20 horas. Los servicios fueron: inspeccion de calidad de
materia prima en pre empaque y empaque y llenado de registros en donde
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se document6 algunas de las actividades que se realizan diariamente durante
los procesos de manufactura, bajo la norma APPCC.

Palabras clave: Arveja dulce, Pisumsativum, Secado, Rendimiento,
Propiedades organolépticas,

ABSTRACT

The Supervised Professional Exercise was carried out in the Packing and
Exporting Company Tierra de Arboles, SA, from September 2015 to June
2016. The diagnosis of the areas and processes of the Chinese and sweet
pea (Pisumsativum L.), especially the reception of Raw material, quality
sampling, storage, sorting, blasting and packaging; Must be classified,
disinfected, dismantled, packaged and stored in cold rooms, in order to be
exported and meet the quality standards demanded by the importing
countries. In the research the drying times, had as objective to increase the
life on shelf and to diminish the rejection of product by presence of fungi
and change in the organoleptic properties of sweet pea (Pisumsativum L.),
a completely random design was used , With five treatments (peas drying
times: 0, 8, 12, 16 and 20 hours), it was observed that during a longer drying
period there is less incidence of pathogens and the organoleptic
characteristics of sweet peas are conserved; To increase shelf life in sweet
peas should be dried in cold in periods of 20 hours. The services were:
quality inspection of raw material in prepacking and packing and filling of
records in which some of the activities that are realized daily during the
manufacturing processes, under the HACCP norm, were documented.

Keywords: Sweet pea, Pisumsativum, Drying, Yield, Organoleptic
properties.
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Diagnostico, investigacion y servicios realizados
en la Asociacion Nacional del Café —~ANACAFE-

Béarbara Yadari Ldépez Rodriguez
RESUMEN

El Ejercicio Profesional Supervisado se realizd en la Asociacion Nacional
del Café -ANACAFE-, oficinas centrales, de febrero a noviembre del 2016.
El diagnostico provee desde una vista macro como se distribuyen las
actividades que se realizan. La investigacion fue en finca La Virgen,
municipio de Villa Canales, departamento de Guatemala; se evalud el
desarrollo de los cafetales (Caturra) al sol y con grama, se evaluaron dos
tratamientos: A) sombra (Inga, Cushin, Caspirol, Aguacate), distanciamiento
de 1 por 1.7 m; B) pleno sol, pasto Ruzzi, distanciamiento de 3 por 0.7 m;
cuatro parcelas de cinco plantas cada una; el analisis de T Student, para las
variables: area foliar, humedad, analisis quimico del suelo y analisis quimico
foliar en el segundo muestreo, no mostraron diferencia significativa por lo
que se asume que ambos tratamientos son iguales; re recomienda evaluar
rendimiento de grano y calidad de tasa, para tener datos mas determinantes.
Los servicios fueron: A) evaluacion de las aguas residuales tratadas del
beneficiado humedo de café con fines de nutricion en el cultivo de café y
B) implementacion de disefio experimental para evaluacion del contenido
nutricional en plantas de café a partir de la aplicacion de aguas provenientes
de un sistema de tratamiento de aguas residuales del proceso de beneficiado
humedo de caf¢; ambas en Santo Tomas Pachuj, San Lucas Toliman, Solola.

Palabras clave: Café, Coffea arabica, Sombra, Pasto Ruzzi, Brachiaria
ruziziensis, Calidad de sitio.
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ABSTRACT

The Supervised Professional Exercise was held at the National Coffee
Association (ANACAFE), central offices, from February to November
2016. The diagnosis provides a macro view of how the activities are
distributed. The research was in La Virgen estate, municipality of Villa
Canales, department of Guatemala; The development of coffee (Caturra)
in the sun and with grass, two treatments were evaluated: A) shade (Inga,
Cushin, Caspirol, Avocado), distance of 1 by 1.7 m; B) full sun, Ruzzi grass,
distancing of 3 by 0.7 m; Four plots of five plants each; The T Student
analysis, for the variables: leaf area, moisture, soil chemical analysis and
leaf chemical analysis in the second sampling, did not show a significant
difference, so it is assumed that both treatments are equal; Re recommends
evaluating grain yield and rate quality, to have more determining data. The
services were: A) evaluation of the treated waste water of the wet coffee
beneficiary for the purpose of nutrition in the coffee crop and B)
implementation of an experimental design to evaluate the nutritional content
in coffee plants from the application of incoming water Of a waste water
treatment system of the humid coffee processing process; Both in Santo
Tomas Pachuj, San Lucas Toliman, Solola.

Keywords: Coffee, Coffea arabica, Shade, Pasture Ruzzi, Brachiaria
ruziziensis, Quality of site.
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REVISTA TIKALIA
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

La Revista Tikalia es editada por la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala (FAUSAC). Se
publica semestralmente.

En la revista se publican trabajos originales de contribucion
técnico-cientifica (articulos) en el campo de las ciencias
sociales, biologicas, agricolas y forestales; en las areas de:
desarrollo rural, conservacion de la biodiversidad y medio
ambiente, manejo y mejoramiento de plantas, proteccion de
plantas, ingenieria agricola, manejo de suelo y agua,
administracion y comercializacion agricola, silvicultura,
tecnologia y utilizacion de productos forestales. Asimismo se
publican trabajos de revision bibliografica, Unicamente a
invitacion del Consejo Editorial.

Exclusivamente se presentan trabajos escritos en idioma
Espafiol para su publicacién, los mismos seran evaluados en
su contenido cientifico-tecnoldgico por el Consejo Editorial de
la Facultad de Agronomia, quien podrd invitar “referees”
anénimos, dependiendo de la naturaleza del articulo
presentado. Los trabajos pueden aprobarse sin correcciones,
sujetos a correcciones, 0 no ser aceptados para su publicacion.
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POLITICA EDITORIAL

Mantener conducta ética en relacion a la publicacion y a sus
colaboradores, rigor con la calidad de los articulos cientificos y
revisiones bibliograficas, integrar el Consejo Editorial con
profesionales de calidad cientifica y ética con caracter imparcial
en el proceso de analisis de los trabajos.

PUBLICO OBJETIVO

Comunidad nacional e internacional vinculada con las ciencias
agricolas y forestales o campos afines. Estudiantes de
licenciatura, postgrado y Profesores de las ciencias agricolas
y forestales.

FORMA Y PREPARACION DE LOS TRABAJOS

Los trabajos deben presentar las siguientes caracteristicas:
espacio 1,5; papel tamafio carta (21.59 x 27.94mm), con
margenes superior, inferior, izquierda y derecha de 2,5cm; fuente
Arial 12; y contener un maximo de 10 péginas, incluyendo
cuadros y figuras.

En la primera pagina debera contener el titulo del trabajo, el
resumen y las palabras clave. En los trabajos en Espafiol, los
titulos de cuadros y figuras deberan ser escritos también en
inglés; y para los articulos en Inglés en Espafiol. Los cuadros y
figuras deberan ser numerados con numeros arabigos
consecutivos y aparecer referidos en el texto.

Los titulos deben identificarse con nameros ardbicos y
escribirse con letras mayusculas (en negrita); los subtitulos, si
necesarios, deben identificarse con dos ndmeros arabicos
(ejemplo: 1.1) y escribirse con letra inicial mayuscula (en
negrita).

Los titulos de las figuras deberan aparecer en la parte inferior
antecedidos de la palabra “Figura” seguida de su niamero de
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orden (en negrita). Los titulos de los cuadros deberan aparecer
en la parte superior y ser antecedidos de la palabra “Cuadro”
seguida de su nimero de orden (en negrita).

En la figura, la fuente (si es pertinente) debe de escribirse por
arriba del titulo, sin punto final; en el Cuadro, en la parte inferior
y con punto final. Las figuras deberan estar exclusivamente en
escala de grises elaboradas en Microsoft Excel. A las fotografias
se aplican los mismos criterios que para las figuras, deben
estar en formato JPG.

Los trabajos deben presentarse de acuerdo con el siguiente
esquema: TITULO en Espafiol, RESUMEN (seguido de
palabras clave), TITULO DELARTICULO en Inglés, ABSTRACT
(seguido de key words); 1. INTRODUCCION (incluyendo
revision de literatura); 2. MATERIAL Y METODOS; 3.
RESULTADOS Y DISCUSION; 4. CONCLUSIONES; 5.
AGRADECIMIENTOS (si pertinente); y 6. LITERATURA CITADA,
alineadas a la izquierda.

ENVIO DE TRABAJOS (ARTICULOS Y REVISION
BIBLIOGRAFICA)

Para enviar un trabajo para publicacién el o los autores pueden
hacerlos llegar al Consejo Editorial, por via electrénica a:
ceditorialfausac@gmail.com EI Consejo Editorial le notificara
sobre la recepcion de su trabajo.

Recomendaciones de edicion:
Presentacion

Los trabajos deben iniciarse con el titulo, luego abajo colocar
los apellidos y nombres del o los autor(es). En esa misma
hoja, como pié de pagina, los titulos y el cargo y lugar de trabajo
del o los autor(es).

Titulo: Conciso e indicar el contenido del trabajo.
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Resumen: Presenta una frase introductoria que justifica el
trabajo, describe lo que fue estudiado, presenta los principales
resultados y conclusiones. Es seguido de las palabras clave.

Abstract: Consiste en la traduccion del resumen al idioma
Inglés. Es seguido de key words.

Introduccion: Breve, esclareciendo la problematica estudiada,
plantea hipétesis con base en revision bibliogréafica y finaliza
con la indicacion del objetivo del trabajo.

Material y métodos: retne la informacién necesaria para la
reproduccién del trabajo por otros investigadores, los diferentes
métodos deben referenciarse con base en la bibliografia.

Resultados: Presentacion concisa de resultados, incluye
cuadros, figuras y fotos.

Discusion: Analisis y discusion de los resultados obtenidos
con base en la informacioén bibliogréfica.

Conclusién: Con base en la informacion discutida.
Agradecimiento(s): Sucinto(s), no deben aparecer en el texto.
Opcional(es).

Literatura citada: incluye solo las referencias citadas en el
texto. Ejemplos:

Periddicos cientificos: Nombre de todos los autores, Titulo
del articulo. Titulo abreviado del periddico, volumen: paginas
inicial y final, afio de publicacion. Ejemplo:

KERN, J.S. & JOHNSON, M.G. Conservation tillage impacts
on national soil and atmosphere carbon levels. Soil Sci. Soc.
Am. J., 57: 200-210, 1993.

Libro: Autores. Titulo de la publicacion. Numero de edicion. Local,
Editora, afio de publicacion. Numero de paginas. Ejemplo:

FISHER, R.F. & BINKLEY, D. 3.ed. New York, John Wiley &
Sons, Inc., 2000. 489p.
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Participacion en obra colectiva: Autores. Titulo de la parte
referenciada seguida de In: Nombre del editor. Titulo de la
publicacion, numero de edicién. Ciudad de Publicacion,
Editorial, afio. P4ginas inicial y final. Ejemplo:

Capitulo de libro:

ECK, H.V. & STEWART, B.A. Manures. In: RECHCIGL, J.E.,
ed. Soilamendments and environmental quality. 2.ed. Florida,
CRC press, 1995. p.169-198.

Publicacién en Memorias:

VETTORI, L. Ferro “livre” por célculo. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE CIENCIA DO SOLO, 15., Campinas, 1975.
Anais. Campinas, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo,
1976.p.127-128.

CD-ROM

LIMA, P.C.; MOURA, W.M.; LIMA, W.A.; HIZUMI, S.; MATOS,
E.S.; PENNA, B.A., PERTEL, J. Avaliacdo de leguminosas
utilizadas na adubacéo verde de cafezais organicos na zona
da Mata de Minas Gerais. In: SIMPOSIO DE PESQUISA DOS
CAFES DO BRASIL. 4., 2005. Memdrias. Londrina, PR.,
EMBRAPA, 2005. CD-ROM.

Internet:

Cambio climético y calentamiento global en:< http://
www.cambioclimaticoglobal.com.> Consultada el 13 julio 2007.

La literatura citada en el texto se presenta como: Fisher &
Binkley (2000) o (Fisher & Binkley, 2000). Cuando se trata de
mas de dos autores usar la forma reducida (Hedley et al., 1982).
Cuando se trate de més de dos obras del mismo autor en el
mismo afio, identificar con letras minusculas. Ejemplo:
Martens, 2002a,b.
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