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RESUMEN

Las técnicas utilizadas en el mejoramiento de los cultivos se han venido refinando y la
biotecnologia con sus aplicaciones ha venido a contribuir con esta actividad y en paises
en desarrollo como Guatemala ya hemos comenzado a utilizarla, principalmente en la
mejora genética de cafa de azucar. Dentro de las técnicas mas comunes que se vienen
implementando estdn el cultivo de tejidos y el uso de marcadores moleculares. El
objetivo principal de este trabajo se centra en el aprovechamiento de estas técnicas para
el desarrollo de nuevas variedades de cafia de azlcar que contribuyan a aumentar la
productividad incrementando la variabilidad genética que no es elevada en este cultivo.
Para ello se ha iniciado la evaluacion de la diversidad genética en una poblacién de 204
variedades, utilizando tres marcadores moleculares, CV29, CV37 y CV38 que mostraron
un contenido de informacién polimérfica (PIC) medio de 0,37, lo cual indica que fueron
capaces de identificar polimorfismos en la poblacién. Tras calcular la similitud genética
entre las variedades y en base a ella, se organizaron en 20 grupos. Por otra parte, se
utilizé el marcador Brul asociado a la resistencia de una enfermedad de origen fungico
conocida como Roya Marrdn para analizar 303 variedades (incluidas las 204 anteriores),
77 de las cuales amplificaron el marcador. La comparacién con datos fenotipicos
registrados durante 4 afios en dos localidades confirmé que estas 77 variedades eran
resistentes. Sin embargo, de las variedades que no amplificaron el alelo de resistencia,
solo un 7 % se mostraron susceptibles, lo que indica la posible presencia de otro u otros
alelos de resistencia. Con la informacién anterior se disefiaron y realizaron 22 cruzas
cuyas descendencias F1 fueron evaluadas durante dos afios consecutivos registrando el
promedio de cada familia para caracteristicas como brix (%), altura de planta, diametro
de tallo, numero de tallos por metro e incidencia de las principales enfermedades. Se
obtuvieron 18 familias con brix igual o superior a la variedad control CP72-2086 (la mas
utilizada en Guatemala), lo que indica que podrian superar su rendimiento de azucar
como consecuencia del mayor contenido de azucar en sus tallos, aunque no la superen

en rendimiento de cafia. De estos ensayos se han seleccionado cruzas en las que se ha



obtenido tolerancia para distintas enfermedades y un buen grado Brix (superior a la
variedad control).

Otro problema comun en el cultivo de la cafia es la propagacion vegetativa de plantas
infectadas al utilizar material con patégenos en estado latente. En este trabajo se ha
comparado la metodologia DBIA (Dot Blot Immunoassay) y PCR para diagnosticar la
presencia de Xantomonas albilineans y la amplificacién de cDNA del RNA virico para
determinar la presencia del virus de la hoja amarilla (SCYLV). Se ha llevado a cabo un
muestreo aleatorio para detectar la incidencia de estos patdgenos detectando plantas
infectadas que no mostraban ninguna sintomatologia. Mediante la secuenciacion de un
fragmento del gen de la albicidina (relacionado con la infeccion del patégeno) en
muestras de X. albilineans obtenidas a partir de plantas infectadas se detectd un
polimorfismo de nucledtido simple (SNP por sus siglas en inglés). También se ha
comparado distintos tratamientos térmicos combinados o no con cultivo de meristemos
para el saneamiento de plantas infectadas siendo el cultivo de meristemos mas
adecuado para materiales infectados con la bacteria y la termoterapia suficiente para la
obtencidn de plantas libres de SCYLV. Por ultimo, la obtencion de materiales saneados,
nos condujo a plantear su conservaciéon y micropropagacion utilizando técnicas de
cultivo in vitro. Las plantas saneadas y comprobadas como libres de virus se mantienen
in vitro a una temperatura de 18°C. Se han evaluado también distintos factores que
pueden influir en la regeneracién adventicia a partir de explantes de hoja, entre ellos, el
genotipo, posicion del explante, combinaciones de reguladores de crecimiento en el
medio de induccidn y tipo de auxina para el enraizamiento de las plantas. Se ha visto un
claro efecto del genotipo, de la posicién del explante y de la concentracion vy tipo de
algunos reguladores de crecimiento tanto en los porcentajes de induccién, como en el
posterior desarrollo de las plantas. Se han obtenido en las mejores combinaciones hasta
32 plantas por explante. Los protocolos desarrollados son de gran interés para
incrementar las tasas de multiplicacidon del material saneado o utilizarlos en un futuro

para la mejora biotecnolégica de la cafia mediante transformacién genética.



RESUM

Les tecniques utilitzades per a millora de cultius han comengat a incorporar la
biotecnologia també a paisos en vies de desenvolupament com és ara Guatemala on
s’ha escomengat principalment en la millora de la canya de sucre. Entre les técniques
més comuns que estdn fent-se servir estan el cultiu de teixits i I'us dels marcadors
mol.leculars. L'objectiu principal d’aquest treball es centra a I'aprofitament d’aquestes
tecnologies per al desenvolupament de noves varietats de canya més productives i a
I’'hora amb més variabilitat genética que és escasa en aquest cultiu. En primer lloc, s’ha
avaluat la diversitat genética en una poblacié de 204 varietats de potencial us com a
parentals. S’ha iniciat la avaluacié de la diversitat genética fent servir tres marcadores
moleculars (CV29, CV37 i CV38) que mostraren un contingut d’informacié polimorfica
(PIC) de 0,37 en promedi, la cual cosa indica que es varen identificar polimorfismes a la
poblacién en estudi. Es va calcular la similitud genética entre les varietats i en base a
ella, s’obingueren 20 agrupaments. D’un altra banda va utilitzar-se el marcador Brul
associat a la resisténcia d’una enfermetat d’origen fungic coneguda com Roya Marré per
a genotipar 303 varietats (que incloien les 204 d’avans) i, en 77, es va amplificar el
esmentat marcador. La comparaciéo amb dades fenotipiques registrades durant 4 anys
en dues localitats va confirmar que les 77 varietats eren resistents perd no totes aquelles
gue en les que no s’havia observat amplificacio eren susceptibles, de fet, tan sols un 7
% ho eren. Aquest resultat és indicatiu de la possible presencia d’un altre alel de
resisténcia diferent a Brul. Amb la informacié obtesa es disenyaren i realitzaren 22
creuaments i les descendencies F1 es van analitzar en dues anualitats registrant dades
relacionades amb el rendiment en sucre: brix (%), altura de planta, diametre de la tija,
nombre de tiges per metre i I'incidencia de las principals enfermetats que afecten a
aquest cultiu. S’obtingueren 18 families amb brix equivalent o superior a la varietat
control CP72-2086, que podrien superar el rendiment en sucre, encara que no la

superen en rendiment en canya. En aquest treball s’"han sel.leccionat creuaments que



han mostrat tolerancia a diferents enfermetats i un bon grau de Brix (superior a la
varietat control).

Un altre problema comu al cultiu de la canya és la propagacié vegetativa a partir de
plantes infectades amb patogens que s’hi troben en estat de latencia. En aquest treball
s’ha comparat la DBIA (Dot Blot Immunoassay) i la PCR per a diagnosticar la preséncia
de Xantomonas albilineans i s’ha utilitzat I'amplificaci6 de cDNA del RNA viric per
determinar la presencia del virus de la fulla groga (SCYLV). S’ha fet un analisi aleatori en
diferents zones de cultiu per a determinar la incidencia d’aquestos patogens detectant-
se plantes infectades que no mostraven sintomes. La sequenciacié de part del gen de la
albicidina (relacionat amb la infeccié del patogen) en mostres de plantes infectades ha
permés la deteccid d’'un polimorfisme de nucleétid Unic. També s’han comparat
diferents tractaments térmics en combinacié o no de cultiu de meristems per obtenir
plantes sanejades sent, el cultiu de meristems més adecuat en el cas del bacteri i, la
termoterapia suficient per a la virosi. L'obtencié de materials sanejats ens va portar a
plantejar la seua conservacié en cultiu in vitro. Les plantes sanejades es mantenen a una
temperatura de 18°C. També en aquest contexte, s’han avaluat diferents factors que
poden influenciar amb la regeneracid adventicia a partir de segments de fulla, entre ells:
el genotip, la posicid de I'explant a la planta, les combinacions de reguladors de
creixement, i el tipus d’auxina per enrailar les plantes. S’ha vist un marcat efecte del
genotip, de la possicié de I'explant i de la concentracié d’alguns reguladors de
creixement tant en els porcentajes d’induccié com en el posterior desenvolupament de
les plantes. S’ ha obtés en la millor combinacié fins a 32 plantes per explant. Els protocols
de regeneracid adventicia que s’"han desenvolupat sén de gran interés per a incrementar
la multiplicacié del material sanejat aixi com per a utilitzarlos en un futur per a la millora

biotecnologica de la canya mitjancant la transformacio geneética.



ABSTRACT

The techniques used in crop improvement have been refined and biotechnology
applications have mainly contributed to this activity. In developing countries such as
Guatemala these techniques have already begun to use, mainly in the genetic
improvement of sugarcane. Among the most common techniques being implemented
are tissue culture and the use of molecular markers. The main objective of this work
focuses on the use of both techniques to develop new varieties of sugarcane for
increasing productivity as well as the genetic variability that is narrow in this crop. With
this purpose we have initiated the genetic diversity analysis in a population of 204
varieties (of putative use as parental) using three molecular markers (CV29, CV37 and
CV38) which showed an average polymorphic information content (PIC) of 0.37. This
indicates that they are polymorphisms in the population. The comparison of genetic
similarity between the varieties derived 20 groups of varieties. Moreover, the Brul
marker associated with resistance of a fungal disease known as brown rust was used to
analyze 303 varieties (including the 204 previously used). We obtained amplification in
77. The comparison with phenotypic data recorded during four years at two locations
confirmed that these 77 varieties were resistant. However, those that did not amplify
included plants that showed resistance (68%) and susceptibility (7%), indicating the
putative presence of different resistant alleles. With the above information we design
and conduct 22 cross whose offspring F1 were evaluated for four consecutive years
recording with the average of each family to features like Brix (%), plant height, stem
diameter, number of stems per meter and incidence of major diseases. From 22 crosses,
18 families showed equal or higher values of brix respect the control variety CP72-2086.
This result is promising for increasing sugar yield despite these varieties did not exceed
in mass of cane. Several varieties with high Brix and tolerance to different diseases have

been selected.



Another important problem in sugarcane is the propagation of materials from plants
that were pathogen-infected but do not manifest disease symptoms. In this work the
DBIA (Dot Blot Immunoassay) methodology and the PCR was used for detecting
Xantomonas albilineans; RT-PCR was used to amplify SCYLV (Sugar Cane Yellow Leaf
Virus). We performed a Radom screening to evaluate the incidence of both pathogens
confirming their presence in plants symptomless. Sequencing a fragment of albicidin
gene of X. albilineans (related with pathogen infection) we found an SNP (single
nucleotide polymorphism). We have compared termoterapy in combination or not with
meristem culture for plant sanitation. Whereas meristem culture was more
appropriated for rescue plants free of X. albilineans, thermotherapy is sufficient for
obtaining virus (SCYLV) free plant. The achievement of pathogen free plants let us to use
in vitro culture techniques for conservation and micropropagation. Sanitated plants are
maintained in vitro at a temperature of 182C. We evaluated several factors that may
influence the adventitious regeneration from leaf explants (that may increase
multiplication). These factors included genotype, explant position, combinations of
growth regulators in the induction medium and auxin type for rooting. A great influence
of genotype was manifested as well as the position of the explant and the concentration
and type of some growth regulators were also influencing both the percentages of
induction and subsequent development of the plants. In the best combination 32 plants
per explant were regenerated. The protocols developed in this work are of interest to
increase multiplication rates of sanitized materials and are a good base to use them in

the future sugarcane improvement through genetic transformation.
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1. Introduccidn

1.1 La caina de azucar
La cafia de azlcar es una planta monocotiledénea de rdpido crecimiento que se
cultiva en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, principalmente por
su capacidad para almacenar en sus tallos grandes concentraciones de sacarosa.
Es un cultivo ancestral cuyo uso se remonta aproximadamente 4.500 afios atras.
En la actualidad, la cafia de azlcar se cultiva de forma comercial principalmente
en Sudamérica (e.g. Brasil, Colombia y Argentina), Norte y Centroamérica (e.g.
México, Estados Unidos y Guatemala), Asia (e.g. India, China y Tailandia), Africa
(e.g. Sudafrica Zimbawe y Egipto), Australia y las Islas del Pacifico (OGTR, 2011).
La cafia de azucar se cultiva por su sacarosa, la cual puede ser utilizada como
edulcorante, como sustrato para variadas sintesis quimicas o para fermentacion
en la produccion de bebidas alcohdlicas o bioetanol combustible (SCOPE, 2015).
La cafia cruda puede ser exprimida o masticada para extraer el jugo. En algunos
paises se embotella para distribucién local o se consume fresco en bares de
jugos, cafés y restaurantes. Fuera de su procesamiento comercial ocurre un
procesamiento artesanal, donde el jugo de caiia es hervido y luego enfriado para
fabricar bloques de azicar moreno no refinado, conocido como rapadura en

Brasil y panela en Colombia (OECD, 2013).

1.2 Taxonomia y filogenia
La cafia de azlcar pertenece al género Saccharum L., de la tribu Andropogoneae
en la familia de las gramineas (Poaceae). Esta tribu incluye gramineas tropicales
y subtropicales y cereales de los géneros Sorghum (sorgo) y Zea (maiz). La
taxonomia y filogenia de la cafia de azlcar son complicadas pues plantas de cinco
géneros comparten caracteristicas comunes y forman un grupo de
entrecruzamiento estrechamente relacionado conocido como “complejo
Saccharum”. El complejo Saccharum se compone de Saccharum, Erianthus
seccidn Ripidium, Miscanthus seccién Diandra, Narenga y Sclerostachya. Estos
géneros se caracterizan por altos niveles de poliploidia y nimero cromosémico
con frecuencia desbalanceado (aneuploidia), haciendo dificil su determinacién

taxondmica, lo cual ha resultado en muchas revisiones previas de sus relaciones



1. Introduccién

taxondmicas (OGTR, 2008). Con base en la taxonomia convencional, el género
Saccharum incluye seis especies, S. spontaneum, S. robustum, S. officinarum, S.

barberi, S. sinense y S. edule (Figura 1).

Figura 1. Algunos géneros y especies del complejo Saccharum (a) S. officinarum (b) S. spontaneum  (c)
cultivar comercial derivado de hibridos interespecificos S. officinarum x S. spontaneum (d) Miscanthus
sinensis

1.3 Origen y domesticacion

La cafia de azlcar es originaria del sudeste asiatico y Nueva Guinea. Sus tallos
maduros son capaces de acumular entre 12 — 16 % de su peso fresco y alrededor
de 50 % de su peso seco como sacarosa (Dillon et al. 2007).

El cultivo de la caifa de azucar, se dispersé de la India al Oriente Medio, el
Mediterraneo y el Nuevo Mundo en 1493, antes de que Linneo estableciera su
clasificaciéon en 1753 y antes del descubrimiento de las cafas “nobles” en las islas
de los mares del sur. La primera de las cafias nobles dejé Tahiti con Bougainville
en 1768, arribando eventualmente al Caribe en 1789. La cafia de azUcar que se

dispersé a través del Mediterraneo hacia el Nuevo Mundo fue el cultivar Indio
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conocido como “Creole” por los franceses, “Criola” en espanol o “Crioula” en
portugués (Moore et al., 2014).De acuerdo con Robinson (1995), esta cafia
“criolla” era en realidad Saccharum barberi.

El cultivo de “Creole” fue rapidamente reemplazado por el cultivar noble
“Otahiti” cuando Bligh lo introdujo a Jamaica proveniente de Tahiti en 1793. De
ahi fue distribuido a través del Caribe y las Américas. Las cafias nobles originales
recolectadas de las islas del Pacifico rdpidamente reemplazaron a las variedades
de la India menos productivas y fueron la Unica fuente de cultivares para las
plantaciones, por mas de cien afos, para la produccion mundial de azucar. Antes
de que los programas de mejoramiento de cafa de azUcar comenzaran en 1888,
los cultivares nobles mds importantes fueron “Otahiti” (“Bourbon”, “Lahaina”)
de Tahiti, “Cheribon” (“LouisianaPurple”) de Java y “Caledonia” de las Nuevas
Hébridas. “Bourbon” fue extremadamente susceptible a la pudricién de raiz, el
mosaico y la enfermedad gomosa, “Cheribon” al sereh, mosaico y pudricién
radicular y “Caledonia” al mosaico. Estos cultivares iniciales fueron
reemplazados por nuevos hibridos seleccionados por los programas emergentes
de mejoramiento de cafia de azucar resistentes a estas enfermedades (Moore et

al., 2014).

1.4 El cultivo de la cafia de aztcar en Guatemala
En Guatemala, la cafia de aztUcar comenzo a cultivarse en 1536 en Amatitlan. Los
primeros trapiches (molinos) se fundaron en el valle central de Guatemala y en
el valle de Salama durante el siglo XVI. En el siglo XVII crecié el nimero de
trapiches, estando los mds importantes en manos de las érdenes religiosas. A
mediados del siglo XIX Guatemala comenzd a exportar azlcar en cantidades
menores. En 1960 Guatemala recibid su primera cuota de Estados Unidos, en ese
tiempo, la produccion total de azucar de Guatemala fue de 68.000 toneladas
métricas. Al expandirse las exportaciones de azucar, los ingenios (haciendas para
procesar cafia de azucar) introdujeron mejoras en el cultivo, la cosecha, la
fabrica, la distribucién y comercializacién del producto, asi como mejores
condiciones de vida para los trabajadores de la agroindustria azucarera

(CENGICANA, 2012).
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Ubicacion geografica de la zona cafiera de Guatemala

La Agroindustria Azucarera de Guatemala estd conformada por 12 ingenios
azucareros, los cuales se encuentran distribuidos geograficamente de la
siguiente manera: Diez de ellos se ubican en la planicie costera del Océano
Pacifico o costa sur de Guatemala y ocupan la casi totalidad del area sembrada
con cafia (99 %). Estos ingenios son Tululd, Palo Gordo, Madre Tierra, La Unidn,
Pantaledn, Concepcidn, Magdalena, Santa Ana, Trinidad y El Pilar. Los otros dos
ingenios se localizan en diferentes lugares de la republica y ocupan areas
relativamente pequefias. En el municipio de Villa Canales del departamento de
Guatemala se encuentra el ingenio Santa Teresa, y en el departamento de Santa
Rosa se encuentra el ingenio La Sonrisa (CENGICANA, 2012).

La zona cafera de la costa sur de Guatemala se encuentra ubicada entre las
coordenadas geograficas 91°50°00” — 90210°00” Longitud Oeste y 14°33’00” —
13°50’00” Latitud Norte. Geopoliticamente estd localizada en los departamentos
de Retalhuleu, Suchitepéquez, Escuintla, Santa Rosa y actualmente se esta
expandiendo hacia el departamento de Jutiapa (Figura 2).

La zona cafnera se encuentra en las cuencas de los rios Ocosito, Samalg, Sis-Ican,
Nahualate, Madre Vieja, Coyolate, Acomé, Achiguate, Maria Linda, Paso Hondo,
Los Esclavos y La Paz, las cuales se originan en la parte alta de la zona y

desembocan en el Océano Pacifico (CENGICANA, 2012).
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Figura 2. Ubicacion geografica de la zona cafiera de Guatemala y de los ingenios azucareros. Fuente:
CENGICANA (2012).
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1.5 Importancia econdmica de la caila de aztcar en el mundo y en Guatemala

La cafa de azucar (Saccharum sp.) es un cultivo importante de propagacién
vegetativa que se siembra por sus tallos ricos en azucar. Es ademas, el cultivo
industrial mds cercano a la sostenibilidad como fuente renovable de energia (Wu
y Birch, 2007).

Cerca del 75 % de la producciéon mundial de sacarosa proviene de la cafa de
azucar que es cultivada en mds de 100 paises (Da Silva y Bressiani, 2005) y es el
cultivo con mayor produccién en todo el mundo. Como se muestra en la Figura
3, la produccién mundial de cafia de azucar durante el afio 2013 se estimd en
1.911 millones de toneladas, con un valor promedio de 64.000 millones de

ddlares entre el periodo 2004-2006 (FAO, 2015).
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Guatemala es el quinto mayor exportador de azucar en el mundo (Cuadro 1) y el
tercero en produccidon por hectarea.
exportaciones totales del pais y el 20,95 % de las exportaciones agricolas,

generando USS 505,3 millones en ingreso de divisas durante el afio 2011

(ASAZGUA, 2012).
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Cuadro 1. Principales paises en el sector azucarero (Jenkins, Baptista y Porth, 2015)

Principales productores
Brasil
India
Unidén Europea
China
Tailandia
Principales consumidores
India
Unidén Europea
China
Brasil

Estados Unidos

Produeccién (TM)
36.800.000
27.900.000
16.300.000
13.700.000
11.000.000

Consumo (TM)
27.000.000
18.500.000
17.400.000
11.355.000

10.614.000

Principales exportadores
Brasil
Tailandia
Australia
México

Guatemala

Principales importadores
Unién Europea

Indonesia

China

Estados Unidos

Emiratos Arabes Unidos

Exportacién (TM)
25.250.000
8.300.000
3.300.000
2.158.000
1.950.000

Importacién (TM)
3.750.000
3.750.000
3.300.000
2.806.000

2.250.000
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Durante el quinquenio 2006/2007 — 2010/2011, las producciones de cana de
azucar en Guatemala se mantuvieron alrededor de veinte millones de toneladas
métricas (Cuadro 2), en un area promedio de 230,000 hectareas distribuidas en

la planicie de la costa sur.

Cuadro 2. Produccidn de azucar en Guatemala 2006/2007 — 2010/2011

Azucar RENDIMIENTO
Afo Zafra Area Cafa molida Azucar Exportada Azucar Cafa Azucar Azucar
(ha) ™ ™ ™ (%) (TM/ha) (TM/ha)  (TM/ha/mes)
2006-2007 210.000 19.813.455 2.169.890 1.505.928 10,95 96,31 10,54 0,92
2007-2008 230.000 19.697.218 2.089.396 1.439.076 10,60 87,26 9,25 0,80
2008-2009 230.000 20.156.217 2.217.332 1.582.350 11,00 91,12 10,02 0,87
2009-2010 230.000 22.530.622 2.340.837 1.685.522 10,30 102,40 10,55 0,92
2010-2011 231.505 19.219.653 2.048.142 1.303.911 10,60 88,52 9,38 0,82

Fuente: CENGICANA, 2011.

Ademads del azucar, la Agroindustria Azucarera de Guatemala es la mayor
productora de alcohol en la regidn Centroamericana, sin disminuir la produccidn
de azucar ya que el alcohol se fabrica a partir de mieles, las cuales son un
subproducto en la elaboracidn de azucar. En la actualidad, cinco empresas en
donde participan algunos ingenios realizan este proceso, alcanzando una
produccién de 265 millones de litros al afio, generando divisas para el afio 2011

de USS$70.5 millones (ASAZGUA, 2012).

Del proceso de la cafa también se aprovecha el bagazo para la cogeneracion de
19 % de energia eléctrica en época de zafra (cosecha) dentro del Sistema
Nacional Interconectado —SIN-, que representa 331MW de potencia (Cuadro 3).
Los ingenios en época de zafra uniendo la venta mas su consumo propio generan
los 1.300GWh que produce la hidroeléctrica de Chixoy en un afio (ASAZGUA,
2012).
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Cuadro 3. Capacidad instalada de los ingenios para la cogeneracidn de energia eléctrica

Ingenio Potencia (MW)

Pantaledn 60,25
Concepcién 26,00
Magdalena 111,24
La Unidn 37,00
Madre Tierra 21,34
Santa Ana 35,43
Tulula 12,60
El Pilar 3,50

Trinidad 24,27
Total Ingenios 331,63

Fuente: ASAZGUA (2012)

1.6 Factores bidticos que limitan el cultivo de caina de azlcar en Guatemala

La cafia de azlcar como cualquier otro cultivo, se ve afectado por plagas y
enfermedades que limitan su potencial de produccion. Entre las principales
plagas de tallo y hoja se mencionan a los barrenadores del género Diatraea,
chinche salivosa (Aeneolamia postica) y (Prosapia simulans), la chinche de encaje
(Leptodyctia tabida), coludo o saltahojas antillano (Saccharosydne saccharivora),
saltahojas hawaiiano (Perkinsiella saccharicida), pulgdén dorado (Sipha flava). El
complejo de plagas de la raiz incluye gallina ciega (Phyllophaga spp.), gusano
alambre (Dipropus spp.) y chinche hedionda (Scaptocoris talpa). También se
incluye roedores como la rata (Sigmodon hispidus) y la taltuza (Orthogeomys
hispidus) (CENGICARNA, 2012).

Las enfermedades que afectan el cultivo de cafia de azucar se pueden clasificar
de acuerdo al tipo de patdgeno causante, en enfermedades causadas por
hongos, como el carbén (Sporisorium scitamineum), roya marrén (Puccinia
melanocephala), roya naranja (Puccinia kuehnii), cogollo retorcido o
pokkahboeng (Giberella moniliformis) y mancha purpura (Dimeriella sacchari),

enfermedades causadas por bacterias como la escaldadura foliar (Xanthomonas
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albilineans), raquitismo de las socas (Leifsonia xyli) y enfermedades causadas por
virus como el mosaico de la cafia de azicar —SCMV- (Sugar Cane Mosaic Virus),
hoja amarilla o amarillamiento foliar cuyo causante puede ser el virus de la hoja
amarilla de la cafia de azucar —SCYLV- (Sugar Cane Yellow Leaf Virus) o el
fitoplasma del amarillamiento de la cafia de azucar —SCYP- (Sugar Cane Yellows

Phytoplasma) (CENGICANA, 2012).

1.7 Mejora genética de la cafa de azucar

Los primeros programas de mejoramiento comenzaron en Java y Barbados en
1888, tras comprobar que la caiia de azlcar era capaz de producir semilla viable
en ensayos realizados independientemente en Java (1858) y Barbados (1859).
Las variedades producidas por la Proefstation Oost Java, identificadas como
variedades POJ, resultaron fundacionales para el desarrollo de germoplasma en
otros paises, los cuales rapidamente establecieron sus propias estaciones de
mejoramiento para producir variedades adaptadas localmente. Dentro de los
esfuerzos notables por producir variedades de amplia adaptacion destacd
Coimbatore, India (1912), que desarrollé las variedades Co y NCo (Moore et al.,
2014).

Los destrozos causados por enfermedades en Java motivaron a los holandeses a
encontrar medidas de control, lo que resultd en programas de mejora y seleccién
que fueron los precursores de los exitosos programas de mejoramiento actuales.
La mayoria de areas productoras de cafia de azucar cuenta con programas de
mejoramiento para desarrollar variedades de adaptacioén local (Heinz, 1987).

De acuerdo con Lakshmanan (2005), hasta fines del siglo XIX, la mayoria de cafia
cultivada eran clones de Saccharum officinarum (2n = 80 cromosomas) con altos
niveles de sacarosa. Uno de los principales logros en la mejora genética lo
constituyeron los hibridos entre S. officinarum y la especie silvestre S.
spontaneum. Una serie de retrocruzas con S. officinarum (proceso conocido
como nobilizacién), resulté en cultivares con mayores rendimientos, mejor
capacidad de rebrote y resistencia a enfermedades. Los cultivares modernos

han sido desarrollados de estos hibridos iniciales y tienen entre 2n =100y 2n =

11
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130 cromosomas, de los cuales 10 — 25 % pertenecen a S. spontaneum (D’Hont

et al. 1996) como se muestra en la Figura 4.

100
100
100
100
100
100
100
100
100

s s | s | s s | s | s | s— | — |
s | s | s | s f s | s | s | s —
| s |} e | s— | s—  — | —— s— | s— | ——

Il
[
1l
[
[
[
[
[
[

Juuuuoooo

| — — — —  s— — s——  ——  —

[
I
[
[
[
[

S. spontaneum,
‘

%

off/cmarum s

[

b}
'
'
'
'
[
[
[
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
i
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

recombinantes

Figura 4. Esquema del genoma de un cultivar moderno tipico de cafia de azucar. Cada barra representa
un cromosoma; las cajas en blanco representan regiones que se originan de S. officinarum y las cajas
sombreadas regiones que se originan de S. spontaneum. Los cromosomas alineados en la misma fila son
hom(eo)logos y representan un grupo de homologia (HG). Los cromosomas ensamblados verticalmente
corresponden a genomas monoploides (MG) de S. officinarum y S. spontaneum. Las caracteristicas
principales de este genoma son el alto nivel de ploidia, la aneuploidia, el origen bi-especifico de los
cromosomas, la existencia de diferencias estructurales entre los cromosomas de dos origenes y la
presencia de cromosomas interespecificos recombinantes. Fuente: Moore et al., 2014.

Uno de los productos de la nobilizacion, la variedad POJ2878 (Figura 5) mostrd

un éxito tan grande que en 1929 ocupaba el 90 % del area sembrada en Java y

fue introducida en la mayoria de programas de investigacion en cana de azlcar

a nivel mundial (Lu et al. 1994).
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Figura 5. Diagrama que muestra el desarrollo y el pedigri de las variedades POJ 2725 y POJ 2878. Fuente:

CENGICANA (2012).
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La hibridacion interespecifica entre S. officinarum como progenitor femenino y
S. spontaneum como progenitor masculino produce progenie con numero
cromosomico triploide (2n + n = 100-130) (Sreenivasan citado por OGTR, 2011).
Esto surge debido a que el progenitor femenino transmite 2n cromosomas,
mientras que el progenitor masculino transmite, como es normal, n
cromosomas. Esta transmisidon asimétrica también ocurre la primera vez que el
hibrido es retrocruzado con S. officinarum y se cree que ocurre a través de
endoduplicacion o a la fusién de dos nucleos durante la meiosis. Este fendmeno
facilité el mejoramiento de los cultivares modernos pues las cualidades del
progenitor femenino se recuperaron mas rapidamente en los hibridos, con lo
cual se requiri6 menos ciclos de retrocruza para producir cultivares con alto
contenido de azucar (OGTR, 2011).

Los incrementos en produccidn desde el siglo XIX se han asentado en un continuo
abastecimiento de cultivares mejorados que satisfacen los requerimientos de las
industrias azucareras alrededor del mundo. La mayoria de estas industrias
financia programas de mejoramiento para incrementar su productividad,
mediante el incremento directo del rendimiento de azlcar, a través del
incremento en el rendimiento de cafia y de contenido de azicar, e
indirectamente por la incorporacion de resistencia genética para las principales
enfermedades y plagas. Los cultivares se desarrollan utilizando tres
componentes: Ensamblaje de una poblacidon caracterizada de clones
progenitores; generacidn de progenies variables mediante polinizacidn cruzada;

y seleccion de clones utiles (Hogarth y Berding, 2005).

1.8 Programa de mejora genética en Guatemala
En Guatemala, el Programa de Variedades de CENGICANA realiza el
mejoramiento genético de la cafia de azlcar enfocado a contribuir al incremento
de la productividad de azucar. Para ello se pretende generar y/o adaptar
variedades de alto tonelaje de cafia y rendimiento de azlcar, a las diferentes
condiciones ambientales, y que a su vez muestren resistencia a las enfermedades

y las plagas mas comunes. El programa de variedades de CENGICANA, inicié sus
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actividades en el afio de 1992 y fue establecido con una estrategia general que
contempla tres componentes principales: a) estudios de variabilidad genética
(germoplasma y cruzamientos), b) evaluacién y seleccién de germoplasma vy c)
liberacion de variedades nuevas. La estrategia conlleva cuatro objetivos de
mejoramiento: a) mejoramiento del rendimiento de azucar por unidad de drea,
b) resistencia a enfermedades, c) adaptabilidad y d) habilidad de soqueo
(rebrote). Estos objetivos de mejoramiento responden al prototipo varietal
requerido por la agroindustria azucarera guatemalteca (Orozco et al., 2012).
Todos estos objetivos requieren del manejo de un gran nimero de materiales,
de metodologias apropiadas de selecciéon y de metodologias que permitan
comprobar el estado sanitario de las plantas en determinadas fases del proceso,
es decir la ausencia de patdgenos en los materiales que se van a utilizar. Puesto
que la propagaciéon de los materiales es vegetativa, y muchos de ellos son
sensibles a patdgenos que afectan a este cultivo, el desarrollo de protocolos que

permitan el saneamiento de material infectado es una necesidad.

1.9 Necesidades de mejora genética con relaciéon a enfermedades en Guatemala
Como se ha comentado anteriormente se han desarrollado programas para
aumentar el rendimiento de azucar, a través del mejoramiento en el contenido
de azucar y del rendimiento de cana, sin embargo, la obtencién de materiales
con resistencia genética a enfermedades, es muy importante para alcanzar
indirectamente el incremento en el rendimiento de azucar. La obtencién de
variedades resistentes implica el desarrollo y aplicaciéon de métodos adecuados
de seleccidén y diagndstico para las principales enfermedades que afectan al
cultivo. Ademds, algunas de estas enfermedades son sistémicas y requieren ser
eliminadas eficientemente en el establecimiento de semilleros, pues la
reproduccidn de la cafia de azucar se realiza a través de semilla vegetativa.

En la cafia de azlcar se han reportado mas de 126 enfermedades en 109 paises
y en Guatemala se han identificado 24. Tomando en cuenta la incidencia,
severidad y efecto en la produccidén, se ha determinado que en Guatemala, las
mas importantes son: raquitismo de las socas, carbdn, escaldadura foliar, roya

marrén o café y roya naranja. En segundo lugar, las virosis producidas por el
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mosaico de la cafia de azucar, enfermedad de la raya roja y el amarillamiento
foliar y en el tercer lugar, cogollo retorcido (Pokkahboeng), mancha purpura,
mancha amarilla y raya clordtica (Ovalle, 2012). A continuacién se hace una

breve descripcidn de las enfermedades involucradas en el presente trabajo:

Escaldadura foliar

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en el norte de Australia en 1911
y desde entonces se ha reportado en todos los continentes productores de cafia
(Rott y Davis 1996). Los brotes de escaldadura foliar en Guatemala, Luisiana,
Mexico y Texas fueron atribuidos a la introduccién del patédgeno con materiales
infectados, mientras que en dreas como Florida y Mauricio la enfermedad ha sido
endémica durante muchos afios previos a los brotes recientes (Davis et al.,
1997).

La escaldadura foliar es una enfermedad vascular causada por la bacteria
Xanthomonas albilineans, cuya presencia se restringe a los elementos del xilema
en el tejido vascular. Produce una fitotoxina la cual se cree que inhibe el
desarrollo de los cloroplastos e interrumpe la fotosintesis. Tiene el potencial
para limitar seriamente el cultivo de variedades susceptibles. Puede tener un
periodo latente (asintomatico) que dura afios. Es ademas una enfermedad
complicada por el hecho de que se puede manifestar en una fase crénica o aguda
(Comstock y Gilbert, 1991). Cuando se presenta la fase aguda, los tallos pueden
marchitarse de subito y cambiar del color normal a un rojo oscuro y morir
repentinamente sin haber presentado otros sintomas. En Guatemala es una
enfermedad importante, debido a que las condiciones ambientales de estrés
(periodos lluviosos severos y periodos secos severos) favorecen su diseminacién
y expresidn. Sutransmisién se da principalmente por el uso de semilla vegetativa
y herramientas contaminadas con la bacteria. Su control es a través del uso de
variedades resistentes y mediante tratamiento hidrotérmico de la semilla

vegetativa (Ovalle, 2012) aunque no es eficiente al 100 %.
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Sintomas

Los sintomas de la enfermedad en la hoja varian desde una simple y angosta linea
blanca finamente definida, hasta una completa pudricién y necrosis de las hojas
infectadas, llegando a matar la planta en los cultivares mas susceptibles. Un
sintoma comun en la cafia madura es el desarrollo anormal de brotes laterales
en los tallos (Champoiseau et al., 2006).

Con frecuencia se encuentra latencia en la infeccién, haciendo imposible el
diagnéstico visual, de tal forma que el patégeno es diseminado
consistentemente a través de tallos infectados, utilizados como semilla para la
propagacion de los cultivos a nivel local, asi como con el intercambio de semilla
a nivel internacional (Huerta-Lara et al, 2009).

La bacteria X. albilineans produce una familia de novedosas fitotoxinas y
antibidticos de bajo peso molecular llamadas albicidinas. La evidencia genética
indica que las albicidinas son responsables por los sintomas clordticos
caracteristicos de la cafia infectada con la bacteria y parecen jugar un rol
importante en el desarrollo sistémico de la enfermedad (Zhang, Xu y Birch,

1999).

Control de la enfermedad

De acuerdo con Sandhu et al., (2013), el mejor control para esta enfermedad es
la sustitucion de variedades susceptibles por resistentes. Sin embargo, debido a
gue es una enfermedad latente, es recomendable el tratamiento de la semilla
vegetativa dando una inmersién de 24 horas en agua circulante y luego en agua
a 50°C durante tres horas. El tratamiento mas corto de dos horas a 50°C utilizado
para controlar la enfermedad conocida como raquitismo de las socas, solo

controla parcialmente la escaldadura.

Variabilidad de Xanthomonas albilineans

Analizando la reaccién de la bacteria a anticuerpos (serologia), Rott y Davis
(1996) reportan haber identificado tres serotipos I, [l y lll. En el tipo | se incluyen

cepas ampliamente distribuidas, mientras que en el tipo Il aquellas aisladas
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mayoritariamente en el continente africano y el tipo Il que es el menor, incluye
cepas de las Antillas, Brasil y algunas islas del sudeste asidtico. También
clasificaron estas cepas mediante la técnica de RFLP, identificando 4 grupos. No
encontraron correlacién significativa entre ambas clasificaciones pero hallaron
gue en la mayoria de localidades prevalecia un serovar y un grupo RFLP, lo cual
indica que es importante evitar en cada region el ingreso de otras cepas del
patdgeno. Otros grupos de investigacidn sin embargo, si han encontrado
correlacién entre los grupos seroldgicos y de ADN (Alvarez et al., 1996;
Jaufeeraly-Fakim et al., 2000).

Utilizando la técnica de RFLP, con dos sondas conteniendo secuencias del
conjunto de genes de la albicidina, Champoiseau et al., (2006) identificaron 14
haplotipos y dos grupos genéticos ALB-RFLP 1 y ALB-RFLP 2, sin embargo, no
encontraron ninguna relacién entre esta variabilidad genética y la cantidad de

albicidina producida in vitro por la bacteria.
Diagndstico mediante marcadores moleculares

Rott el al. (1996) mediante mutagénesis inducida con transposones, obtuvieron
mutantes defectuosos para producir albicidina y demostraron con el mapa de
restriccion, que la produccién de albicidina estd asociada con un conjunto de
genes que abarcan una region gendmica de 48 kpb y los fragmentos de esta
regidn probaron ser muy especificos de X. albilineans.

Mediante el andlisis de la secuencia del complejo de genes de la albicidina, Davis,
Rott y Astua-Monge (1998) disefiaron oligonucledtidos y desarrollaron una
metodologia basada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de X. albilineans en cafa de azucar. La técnica de PCR anidada
amplifica un fragmento de 440 pb en la primera reaccion y uno de 308 pb en la

segunda, cuando la bacteria esta presente en la planta.

Sindrome de la hoja amarilla
El sindrome de la hoja amarilla de la cafia de azticar —YLS- (Yellow Leaf Syndrome)
se reportd por primera vez en Hawaii en 1989 y desde entonces ha sido

observado en mas de 30 paises. Los sintomas tipicos de la enfermedad incluyen
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amarillamiento de la nervadura central, que aparece al inicio en la parte abaxial
de las hoja y que eventualmente se extiende a la ldmina, acortamiento de los
entrenudos, amarillamiento y necrosis foliar. En un inicio se demostré que el
virus de la hoja amarilla de la cafia de azucar (SCYLV) era el causante del YLS,
pero posteriores estudios revelaron un fitoplasma asociado con la enfermedad.
Recientemente se le ha denominado como “hoja amarilla” a la enfermedad
causada por SCYLV y “amarillamiento foliar” a la enfermedad causada por el
fitoplasma del amarillamiento foliar de la cafia de azucar (SCYP) (Joomun et al.,
2007).

La transmisidn de la enfermedad causada por el virus, es a través de los esquejes
de semilla y por los afidos Melanaphis sacchari y Rophalosi phummaidis. La
transmisién del fitoplasma se reporta a través del insecto Saccharosydne
saccharivora comunmente llamado “coludo” (Ovalle, 2012).

El virus del amarillamiento de la cafia de azucar pertenece al género Poleovirus

de la familia Luteoviridae (ElSayed y Weig, 2010).
Sintomas

Los sintomas de SCYLV son mas evidentes en plantas maduras y estresadas.
Inician con el amarillamiento de la parte inferior de la vena central de las hojas 3
a 6 contando desde la primera hoja expandida en el apice hacia abajo. El
amarillamiento se expande luego a la [dmina foliar desde la punta de la hoja hacia
la vaina (Comstock y Miller, 2003).

Las plantas pueden mostrar efecto en el crecimiento (enanismo) dependiendo
de la susceptibilidad de la variedad. En casos muy severos se observa muerte del
meristemo apical y emision de raices adventicias en el apice del tallo. También
se ha encontrado cierta asociacién entre bajas temperaturas y mayor severidad,
por lo cual, ciertas variedades muestran mayores problemas con la enfermedad

en zonas altas (CENGICANA, 2012).
Control de la enfermedad

Debido a que las plantas infectadas con SCYLV son frecuentemente

asintomaticas y que los métodos eficientes para diagndéstico estuvieron
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disponibles hasta finales de 1990, la enfermedad se propagd por todo el mundo
a través de germoplasma infectado (Girard et al., 2010).

Para su control se recomienda el uso de variedades resistentes y el uso de
plantas sanas. Para esto ultimo, el cultivo de tejidos ha resultado ser una
herramienta eficiente. Snyman et al. (2005) y Parmessur et al. (2002) reportaron
haber eliminado el SCYLV y haber regenerado plantas sanas utilizando cultivo de
tejidos.

Por otra parte, Chatenet et al. (2001) encontraron que los tratamientos
hidrotérmicos para controlar otras enfermedades en cafa de azucar, no fueron

efectivos para eliminar el virus en material infectado.

Variabilidad del SCYLV

Varios estudios han demostrado que el SCYLV es un virus muy variable. Los
estudios filogenéticos de Abu Ahmad et al. (2006) identificaron cuatro genotipos
del virus: BRA, CUB, PERU y REU. También se han reportado variaciones en la
capacidad de infeccidn y virulencia entre los diferentes genotipos.

Diagndstico mediante marcadores moleculares

Chatenet et al. (2001) indican que el virus fue diagnosticado mediante PCR de
transcripcién inversa (RT-PCR) por primera vez en 1996 en el Centro de
Cooperacién Internacional de Investigacion Agropecuaria para el Desarrollo
(CIRAD por sus siglas en francés) y entre 1997 y 2000 también por TBIA (Tissue
Blot Immunoassay). En ambos casos, el mayor porcentaje de haces vasculares

infectados se encontrd en las hojas superiores.

1.10 Técnicas de cultivo in vitro utilizadas para la mejora de la cafia de azucar.
Produccidn de plantas libres de patégenos, micropropagacion y conservacion de
germoplasma.

Las técnicas de cultivo in vitro de plantas pueden utilizarse con fines muy
diversos como son la produccion de material vegetal libre de patdgenos, la
micropropagacion, la conservacion de germoplasma, la transformacién genética,
la seleccion de mutantes, la hibridacién somatica o el aprovechamiento de la

variacion somaclonal (Gisbert et al., 2008). En el caso de la cafia de azlcar se ha
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trabajado con todas estas metodologias (Lakshmanan et al., 2005; Snyman et al.,
2011), las cuales requieren en su mayoria de la regeneracién de plantas a partir
de explantes. Esa regeneracién puede producirse en la caia de azucar por la via
organogénica o a través de la embriogénesis somatica. A su vez, cada una de
estas vias puede ser, directa o indirecta. Heinz y Mee (1969) fueron los primeros
en regenerar plantas de cafia de azUcar a partir de callo. A continuacion se

comenta brevemente las técnicas relacionadas con este trabajo:

Produccidn de plantas libres de patégenos

El cultivo de meristemos es la técnica mas utilizada para el saneamiento de
plantas infectadas, se basa en el supuesto de que no todas las células de un
meristemo apical estan infectadas con el patégeno, pues no llegan los haces
vasculares y que por lo tanto es posible disectar una regién no infectada y
regenerar una planta sana. El cultivo de discos foliares también se ha utilizado
en la cafia de azlcar con el fin de obtener plantas libres de enfermedades. En
muchas ocasiones, estas técnicas se combinan con tratamientos térmicos,
antivirales o crioterapia (Burbano y Garcés, 2007; Wang et al., 2007).

Son distintos los trabajos reportados en cafia de azucar:

- Leu (1978) obtuvo plantas sanas a partir de plantas que mostraban
sintomas de mosaico, raquitismo, hoja blanca, mildiu y mancha clordtica,
a través del cultivo de meristemos apicales y rediferenciacion de callo, en

combinacidn con tratamiento hidrotérmico de la semilla vegetativa.

- Parmessur et al. (2002), indujeron la formacion de callo en 30 variedades
de cafia de azucar infectadas con el virus de la hoja amarilla de la caia de
azUcar y/o con el fitoplasma del amarillamiento de la cafia de azucar
utilizando discos foliares como explantes para la produccién de material

sano.

- Otra aproximacion fue la realizada por Snyman et al. (2005) que
evaluaron el sistema Novacane® de micropropagacion rdpida mediante

embriogénesis somatica directa, para la eliminacidon de patdgenos en
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plantas infectadas con raquitismo de las socas (RSD), fitoplasma del
amarillamiento de la cafia de azucar, virus de la hoja amarilla de la cafia

de azlcar, virus del mosaico de la caia de azucar y escaldadura foliar.

- Ramgareeb et al. (2010) utilizaron el cultivo de meristemos combinado
con la termoterapia para regenerar plantas de cafia de azucar de la
variedad NCo 376 libres del virus del mosaico de la cafia de azucar y del
virus de la hoja amarilla de la cafa de azucar, a partir de material

infectado.

- Subba y Sreenivasulu (2011) regeneraron plantas libres del virus del
mosaico rayado de la caia de azucar (SStMV) utilizando termoterapia y

cultivo de meristemos.

La utilizacion de marcadores moleculares para confirmar la presencia de
patdgenos y su identificacidon antes de obtener los meristemos y/o confirmar la
ausencia de estos tras la regeneracidn es de gran interés, pues al utilizarse en
combinacién con las técnicas in vitro se puede asegurar la limpieza de los
semilleros con los que se inician las siembras, ademas de fortalecer los procesos
de cuarentena e intercambio de germoplasma con programas de mejora de otros
paises. En cafia de azucar se han utilizado distintos marcadores asociados a las
enfermedades previamente comentadas (Smith y Van de Velde 1994; Davis, Rott

y Astua-Monge 1998; Joomun et al., 2007)

Micropropagacion

La micropropagacidon es la propagacidn fiel de un genotipo y puede obtenerse
por distintas vias (Gisbert et al., 2008). En cafia de azUcar son numerosos los
protocolos de micropropagacion descritos (Ahloowalia y Maretzki 1983;
Chengalrayan et al., 2005; Franklin et al., 2006; Gill et al., 2006; Ho y Vasil 1983;).
Para ello se han utilizado explantes de hojas (Parmessur et al., 2002; Snyman et
al., 2005;) y meristemos (Khan et al., 2008; Ramgareeb et al., 2010; Victoria y
Calderon, 1995). En muchos de estos protocolos destaca la influencia del

genotipo, los reguladores de crecimiento empleados, las condiciones de
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incubacién y se comentan los problemas de los explantes con la oxidacion
(Azofeita, 2009; Garcia et al., 2007; Gallo-Meagher et al., 2000; Shiromani et al.,
2010). Esto indica la necesidad de desarrollar protocolos de micropropagacion
gue sean adecuados para cada variedad.

Las eficiencias obtenidas son distintas segun los trabajos, pero en todos ellos
elevadas. Por ejemplo, en el trabajo de Meyer et al. (2010) se obtiene 1.600
plantas por meristemo en 5 meses y esta misma cantidad de plantas es obtenida
por Victoria y Calderén (1995) en 3 meses. Una eficiencia algo menor es la
reportada por Ramgareeb et al. (2010) que obtuvieron 1.300 brotes a partir de

un meristemo en 11 semanas.

Conservacion de Germoplasma

Las técnicas de cultivo in vitro también permiten la conservacién de
germoplasma in vitro o crioconservado. En el primero de los casos, requiere de
subcultivo periddico de los materiales pero se puede disponer de las plantas para
aclimatarlas y llevarlas a campo cuando se necesiten. En el segundo, se necesita
la regeneracion de la planta antes de poder ser aclimatada, normalmente se
pueden almacenar los materiales por un periodo muy largo de tiempo. Taylor y
Dukic (1993) desarrollaron una metodologia para la micropropagacion vy
almacenamiento de mas de 200 clones de hibridos de Saccharum spp., utilizando
yemas apicales como explante. Disponer de clones mantenidos in vitro y
obtenidos a partir de planta sana facilita el intercambio de germoplasma entre

instituciones y el suministro de materiales sanos a demanda.

Uso de marcadores moleculares en caia de azucar

Roughan et al.,, (1971) reportaron por primera vez el uso de marcadores
moleculares en cafa de azlcar. Analizando la variacion de la isoenzima B-
amilasa en S. officinarum, S. spontaneum y la progenie F1 originada de su
cruzamiento, fueron capaces de diferenciar los genotipos de cada una de las dos
especies, asi como los de la progenie hibrida y la resultante de autofecundacién,
aungue no encontraron ninguna correlacién entre los marcadores y el contenido

de almiddn en el tallo de la planta.

22



1.

1.11.1

Introduccion

Actualmente los marcadores mas utilizados son los de ADN. Estos pueden
obtenerse por 1) restriccion de fragmentos 2) amplificacion de fragmentos a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los marcadores moleculares se han utilizado en cafa de azucar con varios
propdsitos, como comprender el origen de los cultivares comerciales,
determinar la diversidad genética, identificacion de variedades, identificacion de
loci de caracteristicas cuantitativas (QTL), analisis gendmico funcional y

estructural y diagnéstico de patdgenos (Lackshmanan et al., 2005).

Marcadores para mapeo genético

Al Janabi et al. (1993) publicaron el primer mapa genético de Saccharum para el
clon ‘SES 208’ de S. spontaneum. Los marcadores fueron generados utilizando
polimorfismos de ADN amplificado aleatoriamente (RAPDs por sus siglas en
inglés), en una progenie proveniente del cruzamiento de ‘SES 208’ y una planta
doble haploide proveniente de la misma variedad.

La cada vez mayor disposicion de marcadores moleculares ha dado lugar a que
se elaboren varios mapas genéticos de la caiia de azlcar. Da Silva et al., (1993),
utilizando marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphysm por sus
siglas en inglés), Hoarau et al., (2001) utilizando marcadores AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphysm), Aitken et al., (2005) utilizando AFLP, y SSR
(Simple Sequence Repeats). Estos trabajos de mapeo han permitido a la vez,
identificar marcadores QTL (Quantitative Trait Loci) posiblemente asociados a
caracteristicas de interés agronémico o industrial.

En cafa de azucar, los marcadores moleculares han sido frecuentemente
utilizados para estudiar e intentar comprender su estructura gendmica. D’Hont
et al. (1998) realizando un andlisis de hibridacion in situ de dos familias génicas
de ARN ribosomal, determinaron que S. officinarum tiene un numero
cromosémico basico de x=10, lo que significa que estas plantas son octoploides.
También demostraron que S. spontaneum tiene un nimero cromosomico basico

de x=8 y que la ploidia de esta especie varia entre 5y 16.
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1.11.2 Marcadores para seleccidn asistida e identificacion varietal
Wu et al. (1992) describieron una metodologia para identificar marcadores que
pudieran estar asociados a una caracteristica de caracter monogénico. Para esto
debe realizarse una cruza en la cual se asume, que la caracteristica, -resistencia
a una enfermedad por ejemplo-, se expresa en uno de los progenitores por la
presencia de solamente un alelo dominante y los demds recesivos. Siendo este
el caso, la produccion de sus gametos se realizaria en proporciones % Aaaa y %
aaaa. En el otro progenitor -fenotipicamente susceptible-, se asume que el alelo
dominante no estd presente. De esta forma, su formacidén de gametos seria toda
aaaa. Se esperaria que la descendencia de esta cruza sea una poblacién que
muestra % de individuos fenotipicamente resistentes y % de individuos
fenotipicamente susceptibles si efectivamente, la caracteristica estd controlada
por un alelo dominante.
Otro razonamiento que se incluye en esta metodologia establece el cruzamiento
de dos individuos de igual fenotipo —resistente por ejemplo-, o su equivalente,
una autofecundacion. Se asume, igual que en el caso anterior, que la
caracteristica estd controlada por la presencia de sélo un alelo dominante y los
demads recesivos. De ser correcta esta suposicién, se esperaria que la progenie
muestre % de la poblacion resistente y % susceptible.
Hasta ahora, solamente ha sido reportado un marcador monogénico asociado a
un fenotipo especifico, desarrollado por Le Cunff et al. (2008), este es un
marcador basado en PCR, que estd asociado con un alelo de resistencia a la
enfermedad conocida como roya marrén, causada por el hongo Puccinia
melanocephala.
El desarrollo de la electrdnica ha facilitado avances en la gendmica estructural y
funcional. En cafia de azlcar ya se ha comenzado a utilizar la tecnologia de
“arrays” para identificar marcadores (Heller-Uszynska, et al., 2010). También ha
demostrado ser una poderosa herramienta para la identificacién de genes
asociados a procesos o caracteristicas particulares. Carson et al. (2002)
demostraron que es posible la identificacién de genes, mediante una estrategia
gue combina hibridacién sustractiva y macroarrays de ADN complementario

(cDNA).

24



1.

1.11.3

Introduccion

El genotipado de variedades, también conocido como fingerprinting, es otra de
las aplicaciones de los marcadores moleculares que ha mostrado beneficios en
cafia de azUcar. La generacion de marcadores basados en PCR ha facilitado
identificar marcadores polimérficos, con los cuales es posible generar patrones
genéticos Unicos para cada variedad de interés. Esto ha venido a facilitar el
proceso de control de calidad en la produccién y multiplicacion de semilla
vegetativa (Cengicafia, 2012).

Las aplicaciones que se realizan con los marcadores moleculares en el cultivo de
cafla de azucar, han mostrado ser Utiles en situaciones particulares como las
mencionadas anteriormente. Sin embargo, aun existe una brecha que no ha
podido ser cubierta, debido a que no se han podido generar marcadores en
suficiente nUmero que permita el andlisis del genoma completo y el consecuente

aprovechamiento de esta informacion.

Marcadores moleculares para el analisis de la diversidad genética

La determinacion de la diversidad genética entre cultivares es potencialmente
una herramienta importante para propdsitos de fitomejoramiento, puesto que
puede proveer a los fitomejoradores con los medios para analizar la variacidon
disponible en colecciones de germoplasma. Esta diversidad da a los mejoradores
de cafia de azlcar la oportunidad de seleccionar germoplasma mas diverso para
incluir dentro de sus programas de mejoramiento (Aitken y McNeil, 2010).

El analisis de los patrones moleculares permite establecer el grado de similitud
entre las variedades, lo que permite visualizar los niveles de diversidad genética
con que se cuenta en las colecciones y en los programas de mejoramiento
(Aitken y McNeil, 2010). El analisis de marcadores moleculares ofrece una
medida de las relaciones genéticas con base en caracteristicas del ADN (Singh et
al., 2010). Esa informacion se convierte en una herramienta para la planificacion
de las hibridaciones.

Para datos de marcadores moleculares, se calculan las frecuencias alélicas y se
usan para construir una matriz binaria para analisis estadistico. Las medidas de
distancia o similitud genética mas cominmente utilizadas con datos binarios

para calcular la diversidad genética son el coeficiente de Nei y Li y el coeficiente
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de Jaccard. Alternativamente, técnicas de analisis multivariado, las cuales
analizan simultdneamente multiples mediciones en cada individuo bajo
investigacion se utilizan ampliamente para el andlisis de la diversidad genética,
indistintamente del conjunto de datos (morfoldgicos, bioquimicos o
moleculares). Dentro de estos algoritmos, el andlisis de conglomerados que
utiliza el método jerdrquico aglomerativo UPGMA (Unweighted Paired Group
Method using Arithmetic Averages por sus siglas en inglés), el analisis de
componentes principales (PCA) y el analisis de coordenadas principales son,
actualmente, los mas cominmente utilizados y particularmente Utiles (Aitken y
McNeil, 2010).

En el afio 2005, el programa de mejoramiento genético de cafia de azucar en
Guatemala realiz6 una primera caracterizacion de germoplasma mediante
microsatélites (Quemé, Molina, Melgar, 2005) y actualmente, su uso aporta
informacidn a la planificacion de las cruzas.

Maccheroni et al. (2007) reportaron la utilizacién de tres marcadores
microsatélite derivados del analisis de secuencias EST para discriminar
variedades de cafia de azlcar, identificar accesiones duplicadas en el banco de
germoplasma, determinar indices de similitud entre variedades que ayude a
seleccionar progenitores para cruzamientos, e identificacién de progenitores
masculinos en policruzas. Por otra parte, con base en la secuenciacién de clones
de dos bibliotecas gendmicas, Parida et al. (2008) reportaron el desarrollo de
1.315 marcadores microsatélite a los que denominaron SEGMS (Sugarcane

Enriched Genomic MicroSatellite).

Marcadores moleculares para diagndstico de patégenos

Debido a su alta sensibilidad, los métodos de diagndstico moleculares son
capaces de detectar patdgenos aun en plantas asintomaticas, con alicuotas
extremadamente bajas del patdégeno. Se han desarrollado evaluaciones
moleculares para enfermedades como el raquitismo de las socas, la enfermedad
de Fiji, mosaico y sindrome del amarillamiento foliar, entre otras (Lackshmanan

etal., 2005).
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Girard et al. (2010) reportan la utilizacion de un par de iniciadores no especificos
para la deteccidn del virus de la hoja amarilla de la cafia de azlcar, cuyo producto
de amplificacion es de 219 pb. También utilizaron tres pares de iniciadores
especificos para la identificacion de tres diferentes genotipos, BRA-PER, CUB y
REU, cuyos productos de amplificacién son de 362, 450 y 905 pb
respectivamente.

Para la deteccion de la bacteria Xanthomonas albilineans, causante de la
enfermedad conocida como escaldadura foliar, Davis, Rott y Astua-Monge
(1998) desarrollaron una metodologia basada en la técnica de PCR anidado,
mediante la cual, la presencia del patégeno se manifiesta mediante la
amplificacién inicial de un fragmento de 440 pb y de 308 pb en la segunda

amplificacion.
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OBIJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de la agroindustria azucarera guatemalteca, mediante el uso de
la biotecnologia en el proceso de selecciéon y mejora genética de la cafa de azucar
utilizando distintas técnicas biotecnoldgicas que nos permitan el anadlisis de la
variabilidad, nos faciliten la seleccién de materiales y nos permitan la obtencién de

hibridos mas productivos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudio de la variabilidad en germoplasma de cafia de azucar y seleccién de
materiales de interés utilizando marcadores moleculares.
1.1 Estudio de la variabilidad en variedades de cafia de azucar utilizando
marcadores tipo microsatélite.
1.2 Identificacion de materiales de interés portadores del alelo Brul asociado
con la resistencia a la enfermedad de la roya marrén y andlisis de

correlacién genotipo-fenotipo.

2. Obtencién de hibridos de interés en la mejora genética de cafia de azucar e

identificacidn cruzas superiores mediante evaluacién de familias Fi.

3. Diagndstico de materiales infectados con Xanthomonas albilineans, y virus
del Amarillamiento, caracterizacién de cepas y desarrollo de metodologias

de saneamiento de material infectado.

4. Desarrollo de metodologias de cultivo in vitro para la conservacién y
propagacion de material saneado. Evaluacién de distintos factores para la
induccion de la regeneracién a partir de explantes de hoja en genotipos de

interés.
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3.1 Estudio de la variabilidad en germoplasma de cafa de azucar y seleccion de
materiales de interés utilizando marcadores moleculares.
3.1.1 Estudio de la variabilidad en germoplasma de caila de azlcar utilizando

marcadores tipo microsatélite
Material vegetal

En este estudio se utilizaron 204 variedades de cafia de azlcar (Cuadro 4),

provenientes de la Coleccién de Germoplasma de CENGICANA.

Cuadro 4. Nombre y procedencia de los genotipos caracterizados mediante marcadores microsatélite

No. Variedad* Origen No. Variedad Origen
1 Akoki EUA 26 CP00-1071 Canal Point (EUA)
2 B4744 Barbados 27 CP00-1100 Canal Point (EUA)
3 B73375 Barbados 28 CP00-1101 Canal Point (EUA)
4  BA11569 Barbados 29 CP00-1359 Canal Point (EUA)
5 BJ5732 Barbados 30 CP00-1570 Canal Point (EUA)
6 CB40-35 Campus (Brasil) 31 CP00-1607 Canal Point (EUA)
7 CC85-92 Cenicafia (Colombia) 32 CP00-1675 Canal Point (EUA)
8 CGO00-033 Cengicafia (Guatemala) 33 CP00-1683 Canal Point (EUA)
9 (CGO00-102 Cengicafia (Guatemala) 34 CP00-1748 Canal Point (EUA)
10 CGO00-111 Cengicafia (Guatemala) 35 CP00-1749 Canal Point (EUA)
11 CGO00-129 Cengicafa (Guatemala) 36 CP00-1751 Canal Point (EUA)
12 CGO01-27 Cengicafia (Guatemala) 37 CP00-1758 Canal Point (EUA)
13 CGO01-53 Cengicafia (Guatemala) 38 CP00-1763 Canal Point (EUA)
14 CGO01-60 Cengicafia (Guatemala) 39 CP00-1803 Canal Point (EUA)
15 CG02-163 Cengicafa (Guatemala) 40 CPO00-1810 Canal Point (EUA)
16 CGO03-025 Cengicafia (Guatemala) 41 CP00-1825 Canal Point (EUA)
17 CGO03-114 Cengicafia (Guatemala) 42 CP00-1830 Canal Point (EUA)
18 (CG03-240 Cengicafia (Guatemala) 43 CP00-2164 Canal Point (EUA)
19 CG03-242 Cengicafa (Guatemala) 44 CP00-2180 Canal Point (EUA)
20 CG97-97 Cengicafia (Guatemala) 45 CP00-7753 Canal Point (EUA)
21 CG9s-10 Cengicafia (Guatemala) 46 CP01-1262 Canal Point (EUA)
22 CG98-46 Cengicafia (Guatemala) 47 CP01-1338 Canal Point (EUA)
23 CG9s-78 Cengicafa (Guatemala) 48 CP01-1372 Canal Point (EUA)
24 CG99-099 Cengicafia (Guatemala) 49 CP01-1449 Canal Point (EUA)
25 Co421 Coimbatore (India) 50 CP01-1614 Canal Point (EUA)

*De manera general, las variedades de cafia de azlicar se nombran con las iniciales de su origen geografico,
seguido por dos nimeros separados por un guion, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue
seleccionada por primera vez y el segundo representa el numero correlativo de seleccién.
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...Continuacién Cuadro 4

No. Variedad* Origen No. Variedad Origen

51 CP01-1750 Canal Point (EUA) 96 CP53-6 Canal Point (EUA)
52 CP01-1779 Canal Point (EUA) 97 CP66-346 Canal Point (EUA)
53 CP01-1802 Canal Point (EUA) 98 CP67-42 Canal Point (EUA)
54 CP01-2471 Canal Point (EUA) 99 (CP70-321 Canal Point (EUA)
55 CP01-2634 Canal Point (EUA) 100 CP72-2086 Canal Point (EUA)
56 CP02-1003 Canal Point (EUA) 101 CP73-1547 Canal Point (EUA)
57 CP02-1049 Canal Point (EUA) 102 CP75-1082 Canal Point (EUA)
58 CP02-1050 Canal Point (EUA) 103 CP75-1553 Canal Point (EUA)
59 CP02-1120 Canal Point (EUA) 104 CP75-1632 Canal Point (EUA)
60 CP02-1124 Canal Point (EUA) 105 CP76-328 Canal Point (EUA)
61 CP02-1255 Canal Point (EUA) 106 CP77-1055 Canal Point (EUA)
62 CP02-1345 Canal Point (EUA) 107 CP78-1247 Canal Point (EUA)
63 CP02-1593 Canal Point (EUA) 108 CP78-1628 Canal Point (EUA)
64 CP02-1668 Canal Point (EUA) 109 CP79-332 Canal Point (EUA)
65 CP02-1703 Canal Point (EUA) 110 CP80-1743 Canal Point (EUA)
66 CP02-1756 Canal Point (EUA) 111 CP80-1752 Canal Point (EUA)
67 CP02-1769 Canal Point (EUA) 112 CP80-1827 Canal Point (EUA)
68 CP02-1784 Canal Point (EUA) 113 CP81-1335 Canal Point (EUA)
69 CP02-1807 Canal Point (EUA) 114 CP81-1383 Canal Point (EUA)
70 CP02-1840 Canal Point (EUA) 115 CP82-2043 Canal Point (EUA)
71 CP02-1915 Canal Point (EUA) 116 CP85-1482 Canal Point (EUA)
72 CP02-1966 Canal Point (EUA) 117 CP86-1209 Canal Point (EUA)
73 CP02-1969 Canal Point (EUA) 118 CP86-1614 Canal Point (EUA)
74 CP02-2113 Canal Point (EUA) 119 CP86-1623 Canal Point (EUA)
75 CP02-2584 Canal Point (EUA) 120 CP86-1633 Canal Point (EUA)
76 CP03-1002 Canal Point (EUA) 121 CP86-1664 Canal Point (EUA)
77 CP03-1103 Canal Point (EUA) 122 CP86-1705 Canal Point (EUA)
78 CP03-1494 Canal Point (EUA) 123 CP86-1747 Canal Point (EUA)
79 CP03-1553 Canal Point (EUA) 124 CP86-2024 Canal Point (EUA)
80 CP03-1585 Canal Point (EUA) 125 CP87-1141 Canal Point (EUA)
81 CP03-1594 Canal Point (EUA) 126 CP87-1500 Canal Point (EUA)
82 CP03-1646 Canal Point (EUA) 127 CP88-1165 Canal Point (EUA)
83 CP03-1660 Canal Point (EUA) 128 (CP88-1179 Canal Point (EUA)
84 CP03-1688 Canal Point (EUA) 129 CP88-1532 Canal Point (EUA)
85 CP03-1724 Canal Point (EUA) 130 CP88-1696 Canal Point (EUA)
86 CP03-2212 Canal Point (EUA) 131 CP88-1700 Canal Point (EUA)
87 CP04-1067 Canal Point (EUA) 132 CP88-1726 Canal Point (EUA)
88 CP04-119 Canal Point (EUA) 133 CP88-1912 Canal Point (EUA)
89 CP04-1510 Canal Point (EUA) 134 CP88-2017 Canal Point (EUA)
90 CP04-2076 Canal Point (EUA) 135 CP89-1288 Canal Point (EUA)
91 CP04-2115 Canal Point (EUA) 136 CP89-1325 Canal Point (EUA)
92 CP27-139 Canal Point (EUA) 137 CP89-1327 Canal Point (EUA)
93 CP29-126 Canal Point (EUA) 138 (CP89-1344 Canal Point (EUA)
94 CP48-103 Canal Point (EUA) 139 CP89-1417 Canal Point (EUA)
95 (CP52-43 Canal Point (EUA) 140 CP89-1431 Canal Point (EUA)

*De manera general, las variedades de cafia de azlicar se nombran con las iniciales de su origen geogréfico,
seguido por dos nimeros separados por un guion, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue

seleccionada por primera vez y el segundo representa el niUmero correlativo de seleccién.
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...Continuacién Cuadro 4.

No. Variedad* Origen No. Variedad Origen

141 CP89-1436 Canal Point (EUA) 173 CPCLO2-2584 Canal Point-Clewiston (EUA)
142 CP89-1528 Canal Point (EUA) 174 CPCL05-1504 Canal Point-Clewiston (EUA)
143 CP89-1538 Canal Point (EUA) 175 HoCP02-639 Houma-Canal Point (EUA)
144 CP89-1551 Canal Point (EUA) 176 L77-40 Luisiana (EUA)

145 CP89-1606 Canal Point (EUA) 177 Mex53-142 Mexico

146 CP89-1632 Canal Point (EUA) 178 Mex58-326 Mexico

147 CP89-2143 Canal Point (EUA) 179 Mex60-445 Mexico

148 CP90-1204 Canal Point (EUA) 180 Mex60-676 Mexico

149 CP90-1222 Canal Point (EUA) 181 Mex68-2243 Mexico

150 CP90-1294 Canal Point (EUA) 182 Mex73-523 Mexico

151 CP91-1450 Canal Point (EUA) 183 Mex75-1705 Mexico

152 CP91-1560 Canal Point (EUA) 184 Mex79-431 Mexico

153 CP91-1564 Canal Point (EUA) 185 NA56-75 Norte de Argentina

154 CP91-1941 Canal Point (EUA) 186 PO0J2714 Proefstation Oost Java (Indonesia)
155 CP91-2087 Canal Point (EUA) 187 PO0J2878 Proefstation Oost Java (Indonesia)
156 CP92-1185 Canal Point (EUA) 188 PR71-358 Puerto Rico

157 CP92-1682 Canal Point (EUA) 189 PR77-3031 Puerto Rico

158 CP92-1780 Canal Point (EUA) 190 PR83-2046 Puerto Rico

159 CP93-1056 Canal Point (EUA) 191 PR87-2004 Puerto Rico

160 CP94-1182 Canal Point (EUA) 192 PR87-2015 Puerto Rico

161 CP96-1068 Canal Point (EUA) 193 PR87-3025 Puerto Rico

162 CP96-1093 Canal Point (EUA) 194 PR99-7 Puerto Rico

163 CP96-1120 Canal Point (EUA) 195" Q124 Queensland (Australia)
164 CP96-1552 Canal Point (EUA) 196 R570 Reunion

165 CP97-1931 Canal Point (EUA) 197 RB845210 Republica de Brasil

166 CP98-1029 Canal Point (EUA) 198 San Felipe Origen desconocido

167 CP99-1944 Canal Point (EUA) 199 SP70-4768 Sao Paulo (Brasil)

168 CP99-1989 Canal Point (EUA) 200 SP71-6161 Sao Paulo (Brasil)

169 CPCLO0-6131 Canal Point-Clewiston (EUA) 201 SP79-1287 Sao Paulo (Brasil)

170 CPCL02-0878 Canal Point-Clewiston (EUA) 202 SP79-2233 Sao Paulo (Brasil)

171 CPCL02-1546 Canal Point-Clewiston (EUA) 203 SP80-1842 Sao Paulo (Brasil)

172 CPCL02-2186 Canal Point-Clewiston (EUA) 204 SP81-3250 Sao Paulo (Brasil)

*De manera general, las variedades de cafia de azucar se nombran con las iniciales de su origen geogréfico,
seguido por dos nimeros separados por un guion, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue
seleccionada por primera vezy el segundo representa el nimero correlativo de seleccién.

En este trabajo se incluyeron 7 variedades en duplicado que se utilizaron para
verificar la uniformidad en el proceso de amplificacion, electroforesis y tincion
de bandas. Se esperaba que en el andlisis de similitud estas variedades agruparan
por pares con sus duplicados con un coeficiente de similitud igual a 1. Las
variedades control fueron: CP72-2086, CP00-1607, CP00-1071, CP00-1100,
CP00-2180, CP0O0-1570y CP73-1547.
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Extraccion de ADN

El procedimiento utilizado para la extraccion de ADN se basé en el trabajo de
Hoisington et al., (1994) con algunas modificaciones menores. Se tomaron
aproximadamente 150 mg de material vegetal y se maceraron con Nitrégeno
liquido dentro de un tubo de 2,5 ml, al que se le agregd 600 pl de CTAB (Bromuro
de Cetiltrimetilamonio) precalentado a 65°C y se dejé en bafio de Maria a 65°C
durante 30 minutos mezclando ocasionalmente, luego se dejoé enfriar a
temperatura ambiente. Una vez alcanzada la temperatura ambiente se
agregaron 500 pl de una solucién de cloroformo:alcoholisoamilico (24:1), se
mezcld y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se
recuperd a un tubo nuevo en donde se le agregaron 15 pl de ARNasa (10 mg/ml)
y se dejé incubar a 37°C durante 30 minutos. Seguidamente, se repitié el lavado
con cloroformo:alcohol isoamilico y se recuperd nuevamente el sobrenadante.
Por ultimo se agregaron 2,5 volumenes de isopropanol frio y 1/10 de acetato de
amonio para precipitar los acidos nucleicos, se centrifugé a 13.000 rpm durante
10 minutos hasta formar un pellet que posteriormente se lavé con alcohol etilico
al 70 % y se dejo secar sobre la mesa, una vez seco se resuspendié en 100 ul de

agua para PCR y se almacend a 4°C.

Cuantificacion del ADN extraido

De cada muestra se tomaron 5 pl del ADN extraido y se diluyeron en 2,995 ul de
agua ultrapura. Utilizando una cubeta de cuarzo, a esta dilucidn se le midié la
absorbancia de luz a 260 nm y 280 nm de longitud de onda y para calcular la
concentracion de ADN se utilizo la siguiente relacion:

pug/ml ADN = (abs260 medida) * (50ug/ml) * (factor de dilucién)
La pureza de la solucién de ADN se determiné obteniendo la razéon de

absorbancia 260 nm/280 nm. Se consideré adecuada la pureza de la solucion

cuando esta razén estuvo en el rango entre 1,7 y 1,9.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Se utilizaron tres pares de iniciadores (Cuadro 5) reportados por Maccheroni et

al. (2007) que amplifican secuencias microsatélite.

Cuadro 5. Identificacion y caracteristicas de los iniciadores utilizados.

Rango de Temperatura
amplificacién Anillamiento
Identificacidn Secuencia (bp) Motivo (°c)
CV29r 5'-GCG TGC ATC GCT TGT GTCTT -3 g5.151 (ATCT)
CV2of 5'-TCG CGT CCA CCA ATG TAA CC -3
CV37r 5'-ATA AAG TGG CCG CTT GGATTG A -3
114-171 (TTTC) 64
CVv37f 5-GGA TGG ACG ACG TGT CCT GG -3’
CV38r 5'-GTC AAA CAG GCG ATC TGG CTC-3’
93-238 (CTTTT)
CV38f 5'-GAA GCA GGG GCC TCA AGT TG- 3'

Fuente: Maccheroni et al. (2007)

El volumen total de la reaccion fue de 10 pl. Se utilizaron 8,6 ul de Master Mix
Amplitaqg Gold 360 de Applied Biosystems, 0,2 ul de cada iniciador a una
concentracion de 10,0 uM y 1 ul de ADN (25 ng).

Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion

La electroforesis se realizé en una cdmara MiniProtean TetraCell (Bio-Rad) y los
geles se prepararon con una mezcla de aclilamida:bisacrilamida 37,5:1 (40 %),
TBE 5X, agua destilada, temed y APS. Las camaras se llenaron con TBE1X y se

aplicaron 110 voltios durante 90 minutos.

Los geles de poliacrilamida se separaron de los vidrios tras la electroforesis y, la
tincidn de las bandas de ADN se realizé de la siguiente manera: fijacién por 20
minutos con acido acético 10 %, tres lavados de 2 minutos con agua destilada,
tincidn con nitrato de plata (AgNOs 0,1 % p/v, formaldehido 0,15 % v/v) durante
30 minutos, un lavado con agua destilada de 10 segundos, revelado con una
solucién fria de carbonato de sodio (NaCOs 3 % p/v, formaldehido 0,15 %,
tiosulfato de sodio 0,00052 %) hasta la aparicion de bandas definidas v,

finalmente, la detencidn de la reaccién de revelado con acido acético al 10 %.
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3.1.2

Andlisis de los datos

Los datos de presencia/ausencia de bandas fueron utilizados para cuantificar la
similitud genética utilizando el coeficiente de Dice (Sa,b).

Sab= 2N/2N+ng+np

Donde Sa,b es el coeficiente de la similitud que existe entre los genotipos a y b;
N es el total de coincidencia positiva entre los genotipos a y b; na y nb son el
total de bandas no coincidentes presentes en cada genotipo a y b,
respectivamente (Harvey and Botha, 1996). Los resultados del coeficiente de
Dice fueron utilizados para generar una matriz de similitud, la cual fue
interpretada graficamente a través del método de agrupamiento UPGMA,

utilizando el software NTSYSpc (Rohlf, 2003).

Identificacion de materiales de interés portadores del alelo Brul asociado con
la resistencia a la enfermedad de la roya marrén y andlisis de correlacion

genotipo-fenotipo.

Material vegetal
Considerando el interés que en su momento tenian estas variedades para su
utilizacidn en cruzamientos, se analizaron 303 variedades (Cuadro 6) de un total

de 2.265 que constan en la coleccién de germoplasma de CENGICANA.

Extraccion y cuantificacion del ADN

Se realizd siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.1.1.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizaron los iniciadores reportados por Costet et al. (2012) para la
amplificacién del marcador R12H16. Las secuencias de los oligonucledtidos son
las siguientes: CTACGATGAAACTACACCCTTGTC (Fw) /
CTTATGTTAGCGTGACCTATGGTC (Rv). El fragmento que amplifican aquellas
variedades que portan el alelo de resistencia Brul, se corresponde a una banda

de 570 pb.
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El volumen total de la PCR fue de 25 pl. Para dicha reaccidn se utilizaron 11 pl
del Master Mix Amplitaq Gold 360 de Applied Biosystems, 2 pul de cada iniciador
a 10 uM y 10 pl de ADN (25 ng/pl).

Cuadro 6. Listado de variedades utilizadas para la identificacion genotipica del alelo Brul.

No. Variedad No. Variedad No. Variedad No. Variedad No. Variedad No. Variedad

1 B47258 52 CPCLO2-0878 103 CG03-104 154 CP02-1334 205 CP86-1747 256 Mex68-2243
2 B4744 53 CPCLO2-2584 104 CG03-114 155 CP02-1345 206 CP86-2024 257 My5464
3 B73375 54 Ja64-20 105 CGO03-138 156 CP02-1593 207 CP87-1141 258 NA56-42
4 BA11569 55 Mex57-29 106 CGO03-240 157 CP02-1703 208 CP87-1500 259 NA56-75
5 BJ5732 56 Mex57-473 107 CG03-242 158 CP02-1784 209 CP88-1165 260  P33-11
6 CB40-35 57 Mex60-445 108 CGO03-256 159 CP02-1807 210 CP88-1179 261 PGMS89-121
7 CGO0-033 58 Mex69-290 109 CG95-107 160 CP02-1966 211 CP88-1532 262 POJ2878
8 CG02-064 59 Mex73-523 110 CGS6-40 161 CP02-1969 212 CP88-1696 263 PPQK

9 CG02-064 60 Mex75-1705 111 CG96-78 162 CP02-2584 213 (CP88-1700 264 PR61-632
10 CG03-025 61 Mex79-431 112 (CG98-10 163 CP03-1002 214 CP88-1726 265 PR71-358
11 CG05-07344 62 Mex82-114 113 CGS8-100 164 CP03-1494 215 CP88-1912 266 PR75-2002
12 CG99-099 63 PGM89-968 114 (CG98-32 165 CP03-1553 216 CP88-2017 267 PR77-3031
13 CGCP95-53 64 POJ2714 115 CG98-46 166 CP03-1585 217 CP89-1288 268 PR78-3025
14 Co421 65 PR78-3012 116 CG98-62 167 CP03-1594 218 CP89-1325 269 PR87-2073
15 Co997 66 PR83-2046 117 CG98-78 168 CP03-1660 219 CP89-1327 270 PR87-2078
16 CP00-1570 67 PR87-2004 118 CG99-045 169 CP03-2212 220 CP89-1344 271 PR87-2080
17 CP00-1607 68 PR87-2015 119 CGS9-048 170 CP04-1067 221 CP89-1417 272 Q107
18 CP00-1610 69 PR87-3025 120 CG99-087 171 CP04-119 222 (CP89-1431 273 Q124
19 CP00-1830 70 PR99-7 121 CGS99-125 172 CP04-1510 223 CP89-1436 274 Q96
20 CPOO-2180 71 R570 122 CGCP95-50 173 CP04-2076 224 CP89-1528 275 RB73-2908
21 CPO0O-7753 72 RB732577 123 CGSP98-11 174 CP27-139 225 CP89-1538 276 SP71-6180
22 CP01-1338 73 RB845210 124 CGSP98-12 175 CP29-126 226 CP89-1551 277 SP79-1287
23 CPO1-1614 74 RD75-11 125 CGSP98-16 176 CP48-103 227 CP89-1606 278 SP80-1842
24 CP01-1779 75 SanFelipe 126 CL61-620 177 CP52-43 228 CP89-1632 279 SP81-3250
25 CP01-1802 76 SP70-4768 127 Co270 178 CP53-6 229 CP90-1204 280 SP83-2847
26 CP02-1668 77 SP79-2233 128 CP00-1071 179 CP63-588 230 CP90-1222 281 Tuc68-19
27 CP02-1756 78 Akoki 129 CP00-1100 180 CP65-357 231 CP90-1294 282 UCWS5407
28 CP02-1769 79 B74-132 130 CP00-1101 181 CP67-42 232 CP91-1450 283 (CGO03-292
29 CP02-1840 80 C116-67 131 CP00-1359 182 CP70-321 233 CP91-1560 284 (CGS95-125
30 CP02-1915 81 C87-51 132 CP00-1675 183 CP72-1210 234 CP91-1564 285 (CG96-01
31 CP02-2113 82  CB46-47 133 CP00-1683 184 CP72-1312 235 CP91-1941 286 (CG96-135
32 CP03-1103 83  CC82-15 134 CP00-1748 185 CP73-1547 236 CP92-1185 287 CG96-42
33 CP03-1646 84  CC85-92 135 CP00-1749 186 CP75-1082 237 CP92-1682 288 CG96-52
34 CP03-1688 85 CG00-032 136 CP0O0-1751 187 CP75-1553 238 CP92-1780 289 (CG97-100
35 CP03-1724 86 CG00-043 137 CP00-1758 188 CP76-328 239 CP93-1056 290 CG97-97
36 CP04-2115 87 CG00-092 138 CP00-1763 189 CP77-1055 240 CP96-1093 291 CG98-47
37 CP56-59 88 (CGO0-102 139 CPOO0-1803 190 CP78-1628 241 CP96-1552 292 CG99-007
38 CP62-374 89 CG00-111 140 CPO0-1810 191 CP79-332 242 (CP99-1989 293 (CG99-023
39 CP66-346 90 CGO0-120 141 CPOO0-1825 192 CP80-1743 243 CPCLO2-1546 294 CGSP98-05
40 CP72-2086 91 CGO0-129 142 CP00-2164 193 CP80-1752 244 CPCL02-2186 295 CGSP98-09
41 CP75-1632 92  CGO01-17 143 CP01-1262 194 CP80-1827 245 CPCL05-1504 296 CP02-1003
42 CP78-1247 93  CGO01-27 144 CP01-1372 195 CP81-1335 246 HoCP02-639 297 CP57-603
43 CP88-1508 94  CGO01-52 145 CP01-1449 196 CP81-1383 247 1J76-521 298 CP91-2087
44 CP89-2143 95  CGO1-53 146 CP01-1750 197 CP82-2043 248 Jab4-19 299 Mex60-676
45 CP94-1182 96  CGO01-60 147 CP01-2471 198 CP85-1482 249 L68-40 300 PR67-1355
46 CP9-1068 97  CG01-87 148 CP01-2634 199 CP86-1209 250 L77-40 301 PR87-2048
47 CP9-1120 98 (CG02-007 149 CP02-1049 200 CP86-1614 251 L80-38 302 RB72-1012
48 CP97-1931 99 CG02-144 150 CP02-1050 201 CP86-1623 252 LM2002 303 SP71-6161
49 CP98-1029 100 CGO02-163 151 CP02-1120 202 CP86-1633 253 Mex53-142

50 CP99-1944 101 CGO03-047 152 CP02-1124 203 CP86-1664 254 Mex57-683

51 CPCLO0-6131 102 CGO03-098 153 CP02-1255 204 CP86-1705 255 Mex58-326
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Electroforesis y tincion

La electroforesis se llevd a cabo en geles de agarosa al 1,5 % y se le aplicaron 90
voltios durante 90 minutos. Para teiir los geles de agarosa se agregd 1 pl de
GelRed™ (Biotium) por cada 40 ml de agarosa y se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

Comparacion de datos moleculares con datos fenotipicos

La informacién obtenida tras la amplificacién o no del fragmento de 570 pb que
se corresponde con presencia o ausencia del alelo Brul se compard con la
informacién disponible relativa al comportamiento frente a la enfermedad en
evaluaciones fenotipicas realizadas con las mismas variedades durante los afios
2008, 2011, 2012 y 2013 en dos localidades: Estacion Experimental Camantulul

y Finca Los Tarros.
Evaluacion fenotipica

En estas evaluaciones, la incidencia y severidad de la enfermedad se evalué a los
seis meses de desarrollo de las plantas, utilizando la escala de Purdy y Dean,
(1981), evaluando la tercera hoja con cuello visible (Figura 6). Siguiendo los
criterios de Acosta et al. (2012), las variedades con reaccion (R) <5 e incidencia
(1) hasta el 12 % fueron consideradas resistentes, mientras que aquellas con (R)

>5 e incidencia mayor de 12 % fueron consideradas susceptibles.
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Escala para la calificacién de resistencia de la cafia de aziacar a las royas

Reaccion Descripcion segun el tipo de pistula Calificacion

0

Infeccién no visible. Roya presente en la zona geografica.

1

Pequefias rayas cloréticas solamente.

2

Rayas necréticas solamente.

Manchas pequeias a grandes, de forma irregular, rojas I
a cafés; pueden estar fusionadas entre si. Ausencia de Resistente 1 5 I 9 I
pustulas.

= Tipo de reaccion
Manchas individuales cloréticas o rojas, con pustulas sin F

abrir.

Manchas individuales cloréticas o rojas, con pustulas
abiertas y produciendo esporas. Magnitud del dafio

1 0 oy
Manchas grandes en la hoja, enrojecidas o necréticas, Incidencia (%)

Las pustulas con tejido verde esporulando activamente.

con pustulas produciendo esporas.
Manchas rojas o cafés, fusionadas, que cubren gran parte
de la lamina foliar de un porde a otro y atraviesan la Susceptible
nervadura central, con pustulas esporulantes,
Las plstulas en tefido clorético esporulando activamente
1 5

10 15 25 50
I Resistente I Susceptible I

Figura 6. Escala de Purdy y Dean (1981) para la evaluacidon de resistencia de la cafia de azucar a la roya
marrén y roya naranja. Fuente: Angel et al., (2010)

3.2 Obtencion de hibridos de interés en la mejora genética de cafia de azucar.

Identificacion de cruzas superiores mediante evaluacion de familias F1

Los cruzamientos realizados entre distintas variedades cuyos genotipos se
seleccionaron tomando en cuenta los analisis de variabilidad y resistencia a la
roya marrén, se muestran el Cuadro 7. En 2012 se realizaron ocho cruzas, las
planta obtenidas de una cruza constituyen una familia y estas familias fueron
evaluadas durante 2013-2014 (plantia y primera soca), mientras que en 2013 se
realizaron 14 cruzas cuyas familias fueron evaluadas durante 2014-2015. La
evaluacidn de familias tiene el objetivo de identificar cruzas y progenitores que
produzcan progenies agrondmicamente superiores para darle énfasis a la
seleccidon de materiales provenientes de ellas y se realiza con una muestra de la
semilla total obtenida en la cruza, que es lo que se ha llevado a cabo en el marco
de esta tesis.

El programa continuara con la siembra del resto de la semilla obtenida en los
cruzamientos. Cada semilla de cada cruza es un genotipo Unico que dard origen
a una planta (F1) en plantia. Esta planta emitira brotes desde la base y producira
una macolla (conjunto de tallos y hojas que nacen de un mismo pie) que tras

cortar tallos en la primera anualidad rebrotara (primera soca) y es aqui en donde
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se hace la primera seleccidon con base en planta individual. La plantia y primera
soca de estas plantas es lo que llamamos Estado | de seleccidn. Los tallos de las
plantas seleccionadas se cortan en secciones de aproximadamente 40 cm de
longitud (con tres yemas) y estos esquejes servirdn como semilla vegetativa para
la siguiente siembra. La cantidad de esquejes de cada panta seleccionada se
divide en dos partes y se siembra en dos localidades diferentes donde se
evaluaran durante un afo en el tercer afio del proceso (Estado Il de seleccién).
Aquiya se siembra un surco de 5 m con los esquejes de la planta F1 original, todas
las plantas de este surco son clones de la planta F; original. De aqui en adelante
se repite el proceso con el Estado Il de seleccion que dura 2 afios y con los
Estados IV y V que duran 3 afios cada uno (todos los clones siguen siendo F1), en

total 12 anos incluyendo el afio de las cruzas.

Cuadro 7. Listado de cruzamientos realizados durante 2012 y 2013 con base en

informacion obtenida de caracterizacion molecular

Cruzas 2012 Cruzas 2013
No. Cruza Progen?tor Progeni.tor No. Progen?tor Progeni.tor
femenino masculino Cruza femenino masculino
1 CP73-1547 CP00-1359 1 CP00-1675 CC85-92
2 CP73-1547 SP79-2233* 2 CP97-1931* CG03-025*
3 CP73-1547 CG98-46 3 CP97-1931* CC85-92
4 CP02-1807 CP00-2164 4 CP52-43 CG03-025*
5 CP02-1807 CP01-2471 5 CP73-1547 Mex79-431*
6 PR87-2015* CP86-2024 6 CP73-1547 CC85-92
7 CP89-2143* CC85-92 7 CP73-1547 CG03-025*
8 CP89-2143* CP72-2086* 8 CPCL02-1546 CG98-78
9 CG00-102 CP80-1743
10 CP00-1830* CG98-78
11 CPCL02-0878* CP00-1570*
12 CG98-10 CC85-92
13 CP72-2086* CG98-46
14 CP72-2086* CG98-78

*Amplificé el alelo Brul de resistencia a Roya Marrén

Las semillas obtenidas fueron sembradas en bandejas con sustrato Sunshine
Growing Mix No. 5 (Sun Gro Horticulture) bajo condiciones de invernadero en la
Estacion Experimental Camantulul y tres meses después se trasplantaron al
campo en la misma Estacidn. Se sembraron 32 plantas de cada cruza y se

utilizaron para hacer la evaluacién de familias. En esta evaluacién se registraron
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datos de Brix utilizando refractometro que nos indica el porcentaje de sélidos
solubles que hay en la muestra, la altura de planta (m), diametro de tallo (cm),
nimero de tallos/10 m e incidencia de enfermedades (sintomas tipicos
asociados a carbdn, escaldadura, virus del mosaico, roya marrén, roya naranja y
SCYLV). La variedad CP72-2086 fue utilizada como comparador debido a que
actualmente es la variedad a superar en rendimiento de azucar, 11,5 TM/ha en
promedio, siendo la mds ampliamente distribuida en la zona cafiera (33,4 %).
Debido a que, por el reducido nimero de plantas en el ensayo de familias y el
hecho de que cada una es un genotipo diferente, aun no es posible medir
rendimiento de azlcar, las inferencias se realizan con base en las variables arriba

mencionadas. Los datos obtenidos se presentan en forma de cuadros.

3.3 Diagnostico, caracterizacidn y prospeccidon de Xanthomonas albilineans y virus de
la hoja Amarilla de la Caia de Azucar en distintas zonas de cultivo de cafna de
Guatemala. Evaluacion de metodologias para saneamiento de materiales

infectados.

3.3.1 Obtencion de tallos infectados
Se recolectaron tallos de macollas individuales que mostraban sintomas de cada
enfermedad en tres diferentes localidades: San Bonifacio, El Retazo y Camantulul
(Cuadro 8). En las primeras dos localidades la infeccién de X. albilineans ocurrié
naturalmente y las plantas correspondian a variedades obtenidas a través de
cruzamientos realizados por el Programa de Mejoramiento de Cengicaia, cuyo
desempeiio fue evaluado durante el periodo 2013-2014 y que no fueron
seleccionadas debido a lo evidente de los sintomas, mientras que en la tercera
localidad la infeccién se indujo por inoculacién en plantas de dos variedades

comerciales. En las plantas con sintomas de SCYLV, la infeccién fue natural.
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Cuadro 8. Numero de tallos y yemas obtenidos de genotipos con sintomas visuales de X. albilineans
y SCYLV utilizados en el diagndstico y saneamiento de materiales infectados.

Con sintomas de X. albilineans

Con sintomas de SCYLV

Parental Parental No. No. Parental Parental No. No.
Genotipo femenino masculino Tallos | Yemas Genotipo femenino masculino | Tallos | Yemas
CG12-534025 [CP89-1431 CP63-588 2 20 CP72-2086 CP62-374 CP63-588 3 29
CG12-041034 [L80-3 CP78-1610 2 20 CG12-324140 |CG96-01 B7306 1 13
CG12-326008 [CG96-01 B74132 2 20 CG12-333045 |CP72-1210 CC85-92 3 23
CG12-135046 |CG00-102 Policruza 2 20 |CG12-534015 (CP89-1431 [CP63-588 2 15
CG12-526003 [CP75-1082 Eros 2 15 CG12-032028 |CP02-1143 CP27-139 3 34
CG12-038024 |Mex74-1409 (CP77-1055 2 20 CG12-041030 |L80-3 CP78-1610 3 31
CG12-135064 |CG00-102 Policruza 2 20 CG12-031004 |CP70-1133 Policruza 1 10
CG12-032047 |CP02-1143 CP27-139 3 31 CG12-031006 |CP70-1133 Policruza 1 14
CG12-639003 |10P20606 B00167 2 18 |CG12-534033 |CP89-1431 |CP63-588 2 24
CG12-318004 |CB38-22 Policruza 3 28 CG12-386002 |CP65-357 RB732908 1 11
CG12-638001 |10P20602 BR9423 2 20 |CG12-339068 [CP63-588 Q96 3 28
CG12-325060 [CG96-01 B74132 2 19 CG12-330001 |Eros CP75-1082 3 27
CG12-051016 |CP75-1091 CP77-1055 2 29 CGB12-637001 |10P20601 WI19101 1 12
CG12-011012 [CP02-1143 CP77-1055 2 23 CG12-034005 |CP02-1143 Policruza 1 12
CG12-523029 |CP88-1508 Policruza 2 20 CG12-008022 |CP62-374 CP81-1425 1 11
CG12-616020 |CP91-2095 |Policruza 2 20 |CG12-065003 ([RB739331 CP02-2188 3 28
CG12-330030 [Eros CP75-1082 2 19 CG12-620006 |1J76-319 Policruza 2 20
CG12-036005 |CP02-1143 CP81-1384 2 19 CG12-008022 |CP62-374 CP81-1425 3 27
CG12-506002 |CP70-1133 [CG96-01 2 20 |B7695 nd* nd 2 21
CG12-312020 |CG96-01 CP70-1133 2 12 B86513 nd nd 2 18
CG12-051018 [CP75-1091 |CP77-1055 2 21 |BJ7008 nd nd 3 27
CG12-339079 |CP63-588 Q96 2 15 BJ7018 nd nd 1 13
CG12-339114 |CP63-588 Q96 2 16 C1324-74 B45181 C87-51 3 26
CG12-036034 |CP02-1143 CP81-1384 2 15 C266-70 Co281 P0J2878 1 13
CG12-338079 |CP63-588 CP89-1431 2 17 C751-75 C389-52 My54129 2 20
CG12-035016 [CP02-1143 |CP78-1610 2 18 [CB40-35 nd nd 1 10
CG12-621051 |CP88-1508 Policruza 2 17 CB45-3 nd nd 4 41
CG12-135033 |CG00-102 Policruza 2 17 CC85-92 Co775 Policruza 1 8
CG12-032049 |CP02-1143 CP27-139 2 13 CG00-028 CG95-125 CP81-1384 4 41
CG12-014110 (CP29-103 Akoki 2 19 |CG00-032 CG95-125 CP81-1384 2 21
CG12-324074 |CG96-01 B7306 2 17 CG00-092 PGM89-968 |[CG96-64 1 14
CG12-032104 |CP02-1143 CP27-139 2 19 CG03-157 JA64-20 B73-06 1 13
CG12-036050 |CP02-1143 CP81-1384 2 17 CG03-240 CB46-47 CP57-603 3 27
CG12-011058 |CP02-1143 CP77-1055 2 18 CG03-251 CB46-47 CP57-603 1 13
CG12-312002 |CG96-01 CP70-1133 2 13 CG03-277 PR87-2080 CP63-588 2 18
CP73-1547 CP66-1043 CP56-63 7 74
CC85-92 Co775 Policruza 7 70
TOTAL 86 809 | TOTALl 71 | 713

*nd=Informacidn no disponible

Localidad San Bonifacio (color verde), El Retazo (color amarillo) y Camantulul (color azul)

Los tallos recolectados fueron

identificados y trasladados al Laboratorio de

Biotecnologia de Cengicafa. De cada tallo obtenido se cortd un segmento de la

primera hoja con cuello visible, que se utilizé para realizar la extraccion de ADN

gendmico y ARN en el caso de las plantas con sintomas del virus. Luego, cada

tallo se corté en segmentos de 5 cm de longitud conteniendo una yema axilar
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3.3.2

cada uno. Las yemas de cada tallo fueron asignadas aleatoriamente a los

tratamientos evaluados para el saneamiento de plantas.

Diagndstico de Xanthomonas albilineans

Para determinar la infeccidon con la bacteria, se realizé un diagndstico en cada
tallo colectado de acuerdo con el numeral 3.3.1 antes de la aplicacién de los
tratamientos y en cada planta obtenida después. El diagndstico efectuado antes
de la aplicacién de los tratamientos se desarrollé utilizando dos metodologias
diferentes, la primera, conocida como Dot Blot Immunoabsorbent Assay (DBIA)
que se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo (Davis et al., 1994). La segunda
metodologia se basé en la reportada por Davis, Rott y Astua-Monge (1998) para
la deteccidon de X. albilineans, mediante el analisis por PCR. Los tallos con
diagnéstico negativo por PCR fueron descartados del experimento. Esta
metodologia también fue utilizada en el diagndstico de las plantas obtenidas

después de la aplicacién de los tratamientos para la eliminacién del patégeno.
Extraccion de ADN

El procedimiento utilizado para la extracciéon de ADN de X. albilineans se basé en
el trabajo de Hoisington et al. (1994) al que se le hicieron algunas modificaciones
menores. Dicho procedimiento consistié de una lisis con CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) y 0,2 % de mercaptoetanol por 30 minutos a 65°C,
seguido por dos limpiezas con Cloroformo:isopentanol 24:1 una incubacion con
ARNasa por 30 minutos, y un precipitado de acidos nucleicos con 2,5 volimenes
de 2-propanol y de 1/10 de volumen de acetato de amonio 7,5 M. El ADN

obtenido se disolvié en 100 pl de agua ultrapura.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La deteccion de X. albilineans requirid la realizacién de PCR anidada, es decir, de
la amplificacién por PCR de un primer fragmento de ADN, el cual se utiliza para
amplificar un segundo fragmento de menor tamario (Davis, Rott y Astua-Monge,
1998). El fragmento amplificado se ubica en el complejo de genes de la albicidina.

Las secuencias de los iniciadores utilizados para la primera amplificacién son:
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directo 5'-CACACACACAATACAGCATTGCGG-3, inverso 5’-
CCCAACTTACTTGAGGCTATGG-3’ y para la segunda amplificacién: directo 5’-
CTTCTGCAGCTTGCTCGTC-3’, inverso 5’-GCTCAGTTACGCTCAGCTAATC-3'.

Para cada una de las dos reacciones de PCR se utilizd una mezcla maestra
Amplitag Gold® 360 Master Mix (Life Technologies) que contiene polimerasa de
ADN, buffer PCR, dNTPs y Cloruro de Magnesio (MgCl;) en una concentracion 2X
en base a la concentracion recomendada.

Cada reaccion se realizé en un volumen total de 12,5 ul, con 8 pl de mezcla
maestra, 1pl de cada iniciador (0,5 uM directo e inverso) y 2,5ul (25 ng) de ADN
molde.

Las condiciones para cada una de las reacciones de PCR fueron las siguientes: 1
ciclo de 94°C durante 10 minutos, 31 ciclos de 94°C, 30 segundos, 55°C, 30

segundos y 65°C 60 segundos, 1 ciclo de 65°C 3 minutos y 4°C tiempo indefinido.

Diagndstico del virus de la hoja amarilla de la cafia de aztcar (SCYLV)

Para diagnosticar la presencia de SCYLV se utilizé la metodologia reportada por
Girard et al. (2010), con modificaciones menores, que consistio en la extraccion
de ARN, seguido de una Reaccidén en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion

Inversa (RT-PCR).
Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé6 mediante el uso del kit SV Total RNA Isolation
System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa de Transcripcién Inversa (RT-PCR)

La RT-PCR para la deteccidon de SCYLV se realizd mediante el uso del kit OneStep
RT-PCR Master Mix (Novagen®) en un volumen de 13,0 ul, agregando 10 pl de
Master Mix, 1 pl de cada iniciador a una concentracion de 6,25 pM y 1 pl (25 ng)
de ARN.

Las secuencias e identificacion de los iniciadores fueron SCYLVf1:
GACAGACTCGGCCAGTGGTCGTG y SCYLVrl: GTAAGCCATTGTTGAACGCTGCG vy
las condiciones de la reaccién fueron las siguientes: 90°C durante 30 segundos

para la activacién de la polimerasa, luego la transcripcion inversa 60°C durante
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30 minutos, una desnaturalizacion inicial de 94°C durante 1 minuto, seguida de
40 ciclos 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1

minuto. Una extension final de 60°C durante 7 minutos.
Electroforesis en gel de agarosa

La separacidn de los fragmentos amplificados se realizé mediante electroforesis
en gel de agarosa 1,5 % y la adicion 1,0 pl de GelRed™ (Biotium) 200X por cada
40ml de agarosa, para la tincion del ADN. La reaccion se realizd a 115V durante
45 minutos. Los fragmentos se visualizaron con luz UV (365nm). Un fragmento
amplificado de 308 pb fue indicativo de la presencia de la bacteria y un

fragmento de 219 pb confirmd la presencia del virus.

Caracterizacion de cepas de Xanthomonas albilineans con base en secuencias

gendmicas
Secuenciacion

De los productos de PCR que fueron positivos para la presencia de X. albilineans
se seleccionaron 5 provenientes de la localidad San Bonifacio, 9 de la localidad
El Retazo y 9 que procedian la localidad Camantulul. Estos 23 productos de
amplificacién fueron enviados a la empresa Macrogen para ser secuenciados

mediante la técnica Sanger (Sanger et al., 1977).
Alineamiento de secuencias

Las secuencias directa e inversa obtenidas, fueron alineadas de acuerdo a la
complementariedad de bases para tener mayor grado de confiabilidad. Este
alineamiento de secuencias se hizo utilizando el programa Sequencher 5.2.3
(Gene Codes Corporation) con el cual se cortaron los extremos de las secuencias
con elevado ruido. Luego del alineamiento fue seleccionada una secuencia
consenso, es decir, una secuencia confiable y comin en las 23 muestras

analizadas, mediante el software Mega6.
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3.3.5

3.3.6

3.3.7

Comparacion de secuencias y andlisis de la diversidad de cepas

El grupo de secuencias consenso fueron comparadas con las secuencias
existentes en el GeneBank mediante la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990)
para confirmar la identidad de la bacteria. El alineamiento de todas las
secuencias y la busqueda de polimorfismos de nucledtido simple (SNP) se realizé

mediante la herramienta Clustal Omega (Goujon et al., 2010).

Prospeccion

Se realizd una prospeccién aleatoria en distintas dreas del cultivo para
determinar la presencia de X. albilineans y virus de la hoja amarilla. Se hicieron
los diagndsticos de los materiales de acuerdo a la metodologia descrita
anteriormente y se presentaron los resultados identificando las dreas en mapas

de la zona cafiera.

Tratamientos para la eliminacién del patégeno

Con el propdsito de eliminar la los patégenos presentes en las plantas, los
segmentos de tallo que contenian las yemas, fueron sometidos a una serie de
tratamientos que incluyeron termoterapia y cultivo de meristemos, solos y
combinados. Los tratamientos se integraron de la siguiente forma: T1= control,
T2=horno a 40°C durante 10 dias, T3= inmersidn en agua a 50°C durante 1 hora,
T4= inmersion en agua a 50°C durante 3 horas, T5= cultivo de meristemos, T6=
horno a 40°C durante 10 dias + cultivo de meristemos, T7= inmersién en agua a
50°C durante 1 hora + cultivo de meristemos, T8= inmersidn en agua a 50°C

durante 3 horas + cultivo de meristemos.

Brotacion de yemas y cultivo de meristemos

Posterior al tratamiento, los segmentos de tallo se colocaron en bandejas
plasticas con sustrato Sunshine Growing Mix No. 5 (Sun Gro Horticulture) y
colocadas en invernadero con una temperatura promedio de 25°C. El porcentaje
de brotacién se midié 20 dias después de la siembra. Las plantas que brotaron

de las yemas que fueron asignadas a los tratamientos sin cultivo de meristemos,
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se dejaron crecer durante 60 dias, luego de lo cual fueron trasladadas a macetas
de 0,1 m3 y colocadas fuera del invernadero para continuar su desarrollo. Por
otra parte, las plantas que brotaron de las yemas asignadas a los tratamientos
con cultivo de meristemos, se trasladaron 10 dias después de su germinacion, al
laboratorio de cultivo de tejidos, donde fueron separadas desde la base de la
yema axilar y lavadas con agua y jabdn antibacterial. Se desinfectaron
superficialmente mediante inmersidén en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 2,5 % durante 20 minutos y se enjuagaron posteriormente tres veces
en agua destilada estéril realizando este proceso dentro de la camara de flujo
laminar. Mediante el uso de estereoscopio, se procedié a la extraccién de los
meristemos apicales de aproximadamente 0,1-0,2mm de didmetro que se
sembraron en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con
2 % de sacarosa, 0,15 mg/l de bencilaminopurina (BAP), 0,05 mg/I de kinetina,
100 mg/l de myo-inositol, 500 mg/I de polivinilpirrolidona (PVP) y solidificado
con 0,2 % de Phytagel™ (Sigma-Aldrich). Los meristemos se sembraron a razén
de uno por cada tubo de ensayo y se incubaron en oscuridad durante 7 dias.
Posteriormente fueron trasladados a condiciones de luz con un fotoperiodo de
16 horas y 25+2°C de temperatura. El subcultivo se hizo cada 30 dias en el mismo
medio nutritivo. El porcentaje de regeneracidn de plantas se midié a los 45 dias
de la siembra.

Las plantas regeneradas 90 dias después de la siembra de meristemos, fueron
subcultivadas en medio de cultivo MS suplementado con 2% de sacarosa, 100
mg/l de myo-inositol y solidificado con 0,2 % de Phytagel™. El subcultivo se
repitié una vez mas 15 dias después, dejando desarrollar las vitroplantas hasta
los 120 dias después de la siembra de los meristemos. Una parte de estas plantas
se mantiene in vitro y otra parte fueron luego trasplantadas a bandejas plasticas
con sustrato Sunshine Growing Mix No. 5 y colocadas en invernadero con una
temperatura promedio de 25°C durante 60 dias. Posteriormente fueron
trasladadas a macetas y colocadas fuera del invernadero para continuar su

desarrollo.
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3.4 Desarrollo de una metodologia para la conservacion y propagacion in vitro de

germoplasma de caia de azucar

3.4.1

Cuando se trabaja cultivo de tejidos vegetales se deben seguir tres etapas en el
proceso, el establecimiento, la multiplicacion y el enraizamiento y cada una debe

ser optimizada de acuerdo con las condiciones del laboratorio y de la especie.

Establecimiento y cultivo de las plantas in vitro. Evaluacion de la respuesta
morfogenética en segmentos de hoja en medio de induccién MS: efecto del

genotipo y del tipo de explante.

Material vegetal

Se utilizaron apices de tallos de cafia de azUcar con una edad entre 6 y 7 meses
provenientes del banco de germoplasma de la estacidén experimental Camantulul
de CENGICANA. Las caracteristicas de producciéon de estas variedades se

muestran en el cuadro 9.

Tratamientos

Los factores a evaluar fueron el genotipo, con 12 niveles (variedades) y la
posicion de los explantes en el apice, con dos niveles (basal y distal).

El disefio experimental fue completamente al azar en arreglo factorial 12x2,
utilizando 24 tratamientos y tres repeticiones. Cada tratamiento consistié en una
combinacidon de genotipo y tipo de explante. La unidad experimental fue
constituida por quince explantes distribuidos en cinco frascos de vidrio con
capacidad de 200 ml, conteniendo cada uno 35 ml de medio nutritivo MS y tres
discos foliares.

El total de unidades experimentales fue de 120, contenidas en 360 frascos con

medio MS adicionado con 0,3 mg/| de BAP.
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Cuadro 9. Listado de variedades evaluadas, sus progenitores y su productividad promedio

Productividad de Azlcar
Progenitores )
Variedad Media Tres Cortes
Femenino Masculino aZﬂZél\l/lf/ha ei?ﬁg;o(s"z) TM cafia/ha

CG98-78 TUC6819 CP57-603 18,8 14,7 129
CG98-46 CP56-59 CP57-603 18,8 14,7 128,6
CG98-10 PR87-2078 PR87-2073 18,8 14,7 128,6
CGO00-102 CP63-588 Co421/2086/ 63588 19,7 15,9 125
CG00-033 CG95-125 CP81-1384 21,6 15,8 137
CG02-163 CP65-357 CP72-2086 24,3 14,6 167
CG01-53 SP71-6180 CP88-1508 23,0 15,2 151,7
CG03-025 CP88-1508 CP57-603 23,6 14,9 159,2
CG03-098 C11-667 CP57-603 23,3 15,0 155,5
CGO03-104 CB46-47 CP57-603 18,9 15,0 125
CGO03-256 CB46-47 CP57-603 24,1 14,8 162
CG03-240 CB46-47 CP57-603 23,9 15,6 153

Datos de productividad a nivel experimental en pruebas regionales

Variables respuesta

Las variables respuesta que se registraron fueron: porcentaje de explantes con
plantas regeneradas a los 35 y 45 dias después de la siembra (dds), el nimero de
plantas regeneradas por explante a los 45 dds vy la eficiencia de la regeneracién
de plantas a los 45 dds, calculada como el producto del porcentaje de

regeneracion por el nimero de plantas regeneradas.

Manejo del experimento

Los apices de tallos que se obtuvieron en campo se terminaron de cortar dentro
del laboratorio hasta dejar un segmento de aproximadamente 30 cm por arriba
del ultimo nudo. Se realizé una desinfeccion de los apices de tallos con agua y
alcohol al 70% durante 5 minutos, luego con hipoclorito de sodio al 2,5% durante
25 minutos. Posterior a esto se realizaron tres lavados con agua desmineralizada
estéril dentro de la cdmara de flujo laminar.

Se eliminaron aproximadamente 3 hojas externas del apice hasta dejar un
cilindro foliar formado por las hojas mas jévenes. Los discos de hoja se cortaron

transversalmente con un grosor de aproximadamente 0,5 cm.
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3.4.2

El dpice se dividio en dos segmentos, basal y distal. El primero de ellos abarcd los
primeros cinco centimetros a partir de la yema terminal, y el segundo los cinco
centimetros siguientes.

Los segmentos obtenidos se sembraron en cajas de Petri con un medio nutritivo
MS sélido para inducir la formacion de yemas adventicias mediante la adicidon de
3 mgde 2,4-D /I; 30 gramos de sacarosa/l y 2 gramos de Phytagel®/l como agente
solidificante.

Los discos se incubaron en oscuridad durante 15 dias a una temperatura de 25°C.
Tras la incubacion, los discos fueron trasladados a frascos con medio nutritivo
MS soélido adicionado con 0,3 mg/l de BAP (sin 2,4-D); en presencia de luz, con
un fotoperiodo de 16 horas, manteniendo la temperatura alrededor de los 25 °C

durante 30 dias luego de los cuales se registraron las variables respuesta.

Evaluacion de distintas combinaciones de reguladores del crecimiento en la

multiplicacién de plantas

En este experimento, el objetivo fue evaluar el efecto de diferentes
combinaciones de 6-bencilaminopurina (BAP), 6-furfurilaminopurina (kinetina) y
acido naftalenacético (ANA), sobre el proceso de propagacién in vitro de
variedades guatemaltecas de cafa de azucar. Se utilizaron las variedades CG98-
10 y CG02-163 y se evalué también el efecto del genotipo sobre las variables

respuesta.
Tratamientos

Los tratamientos del primer experimento se muestran en el Cuadro 10.
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Cuadro 10. Identificacién de los tratamientos y niveles de reguladores que los componen

Tratamiento BAP KIN ANA
1 0 0 0
2 0,3 0 0
3 0,3 0,1 0,01
4 0,3 1 0
5 0,3 0 0,01
6 0,3 0,1 0
7 0,3 1 0,01
8 0,9 0 0
9 0,9 0,1 0,01

10 0,9 1 0
11 0,9 0 0,01
12 0,9 0,1 0
13 0,9 1 0,01
14 2,7 0 0
15 2,7 0,1 0,01
16 2,7 1 0
17 2,7 0 0,01
18 2,7 0,1 0
19 2,7 1 0,01

Manejo del experimento

Se regeneraron plantas mediante cultivo de discos foliares, utilizando el
procedimiento desarrollado por Franklin et al. (2006) y descrito en manejo del
experimento de la seccién 3.4.1. Las variables respuesta, nimero de plantas
obtenidas y altura de planta fueron medidas 45 dias después de la siembra. Se
utilizdé un disefio experimental completamente al azar en arreglo bifactorial de
los tratamientos 19 x 2, con 6 repeticiones siendo los tratamientos y las
variedades, respectivamente, los factores. Posteriormente, para poder analizar
el efecto de los factores que componian los tratamientos, se elimind el
tratamiento 1 (control absoluto), de tal forma que los resultados pudieron
analizarse en un disefio completamente al azar en arreglo trifactorial 3 x 3 x 2,

siendo los factores BAP, KIN y ANA.
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3.4.3 Enraizamiento de plantas in vitro y su supervivencia al trasplante
Este experimento se hizo con el objetivo de evaluar el efecto de tres factores,
genotipo, tipo de auxina y concentracion de la auxina en el medio de cultivo,

sobre el nimero y longitud de raices producidas in vitro.

Tratamientos

Los tratamientos, factores y niveles de los factores se presentan en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Tratamientos evaluados, factores y niveles que los componen

Tratamiento Variedad Regulador Concentraciéon (mg/l)
1 CG02-163 AIB 0
2 CG02-163 AlB 2
3 CG02-163 AIB 4
4 CG02-163 AlB 6
5 CG02-163 ANA 0
6 CG02-163 ANA 2
7 CG02-163 ANA 4
8 CG02-163 ANA 6
9 CG98-10 AIB 0
10 CG98-10 AlB 2
11 CG98-10 AIB 4
12 CG98-10 AIB 6
13 CG98-10 ANA 0
14 CG98-10 ANA 2
15 CG98-10 ANA 4
16 CG98-10 ANA 6

Manejo del experimento

La produccién de plantas se realizé de manera descrita en la seccidén 3.4.1 con el
medio MS + 0,3 mg/l de BAP y las plantas obtenidas fueron separadas
individualmente de los conglomerados y cortadas a 1 cm de longitud
aproximadamente. Cada planta fue sembrada en un tubo de ensayo de 25 mm x
125 mm conteniendo medio de cultivo MS con los reguladores de acuerdo a los
tratamientos descritos en el Cuadro 11. Ademads, el medio de cultivo fue
suplementado con 20 g de sacarosa/l y 2 g de Phytagel®/l como agente

solidificante.
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3.4.4

La medicidn y registro de las variables respuesta, nimero de raices y longitud de
raices se realizd 45 dias después de la siembra. El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo trifactorial 2 x 2 x 4, para formar 16
tratamientos resultantes de la combinacion de cada uno de los factores con 4
repeticiones. Se individualizaron plantas de los conglomerados de plantas
enraizadas y se trasplantaron a bandejas de 24 celdas bajo condiciones de
invernadero, sembrando 6 plantas por cada tratamiento y repeticion. La

sobrevivencia se registré a los 30 dias después del trasplante.

Induccién de la regeneracion a partir de explantes de hoja. Efecto del genotipo
y la concentracién de 2,4-D

Material vegetal

En este experimento se utilizaron las variedades CG98-10 y CG02-163, cuyas

caracteristicas se muestran en el Cuadro 9.

Tratamientos

Fueron ocho tratamientos, cada tratamiento resultante de la combinacién de los
dos factores evaluados:

Tratamiento 1: CG98-10; 1 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 2: CG98-10; 2 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 3: CG98-10; 3 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 4: CG98-10; 4 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 5: CG02-063; 1 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 6: CG02-063; 2 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 7: CG02-063; 3 mg de 2,4-D/I
Tratamiento 8: CG02-063; 4 mg de 2,4-D/I

Las variables respuesta y el manejo del experimento se trabajaron de la forma

descrita en la seccion 3.4.1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Estudio de la variabilidad en germoplasma de cafia de azucar y seleccion de

materiales de interés utilizando marcadores moleculares.

4.1.1 Estudio de la variabilidad en germoplasma de cafia de azucar
utilizando marcadores tipo microsatélite.

Se ha iniciado el analisis de 204 variedades procedentes de Argentina, Australia,
Barbados, Brasil, Estados Unidos, Guatemala, India, Indonesia, México, Puerto Rico y
Reunidn. Los tres marcadores utilizados amplificaron fragmentos que en su mayoria se
mostraron polimérficos, originando distintos patrones de bandas en las variedades
como puede observarse en la figura 7 donde se muestra la separacién de los productos
amplificados en 7 variedades para los tres marcadores tras la electroforesis en gel de

poliacrilamida (PAGE) y la tincidn con plata.

El rango de tamarios de los fragmentos obtenidos para el marcador CV29 fue de 88-910
pb; para CV37 de 101-1269 pb y para CV38 entre 120-1010 pb. En comparacién con los
resultados obtenidos por Maccheroni et al., (2007), quienes obtuvieron bandas en un
rango de 102-199 pb, observamos que hemos amplificado bandas dentro y fuera de este
rango, siendo estas ultimas inespecificas. De estos resultaron polimdrficos 18 en los
primeros marcadores y 12 en CV38 (Cuadro 12). En este cuadro también se muestran

las frecuencias alélicas obtenidas para cada locus.
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Figura 7. Bandas de ADN amplificadas con el marcador CV29 (arriba), CV37 (centro) y CV38 (abajo) en 7
variedades. Las flechas muestran algunas bandas polimérficas. Carriles: 1=marcador de masa molecular,
2=CP00-1763, 3=CP86-1705, 4=CP01-1750, 5=CP86-1747, 6=CP03-2212, 7=CP29-126, 8=CP00-1748,
9=marcador de masa molecular.
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Cuadro 12. Numero de bandas y frecuencias génicas de los alelos: ausencia de banda (0) y presencia (1) .
Bandas obtenidas mediante la utilizacion de los pares de iniciadores CV29, CV37 y CV38 en una poblacién
de 204 variedades de cafia de azucar.

Alelo Locus CV29-1 CV29-2 CV29-3 CvV29-4 CV29-5 CV29-6 CvV29-7 CV29-8
Alelo 0 0,5333 0,3833 0,3442 0,5198 0,6041 0,6745
Alelo 1 1 1 0,4667 0,6167 0,6558 0,4802 0,3959 0,3255
Alelo Locus CV29-9 CV29-10 CV29-11 CV29-12 CV29-13 CV29-14 CV29-15 CV29-16
Alelo 0 0,7154 0,7939 0,631 0,7999 0,7909 0,685 0,6119 0,6987
Alelo 1 0,2846 0,2061 0,369 0,2001 0,2091 0,315 0,3881 0,3013
Alelo Locus CV29-17 CV29-18 CV29-19 CV29-20 CV29-21 Cv37-1 CV37-2 CV37-3
Alelo 0 0,7819 0,7879 0,576 0 0,6119 0,7088 0,7478 0,7286
Alelo 1 0,2181 0,2121 0,424 1 0,3881 0,2912 0,2522 0,2714
Alelo Locus CV37-4 CV37-5 CV37-6 CV37-7 CV37-8 CV37-9 CV37-10 Cv37-11
Alelo 0 0,7635 0,671 0,3894 0,5962 0,735 0,7758 0,7819 0,8318
Alelo 1 0,2365 0,329 0,6106 0,4038 0,265 0,2242 0,2181 0,1682
Alelo Locus CV37-12 CV37-13 CV37-14 CV37-15 CV37-16 CV37-17 CV37-18 CV37-19
Alelo 0 0,6458 0,5922 0,8058 0,3155 0,5677 0,5962 0,6567 0
Alelo 1 0,3542 0,4078 0,1942 0,6845 0,4323 0,4038 0,3433 1
Alelo Locus CV38-1 CV38-2 CV38-3 CV38-4 CV38-5 CV38-6 Cv38-7 CV38-8
Alelo 0 0 0 0 0,6234 0,6157 0,6119 0,5719 0,6196
Alelo 1 1 1 1 0,3766 0,3843 0,3881 0,4281 0,3804
Alelo Locus CV38-9 CV38-10 CV38-11 CV38-12 CV38-13 CV38-14 CV38-15

Alelo 0 0,6531 0,7879 0,4188 0,6884 0,5288 0,4964 0,6745

Alelo 1 0,3469 0,2121 0,5812 0,3116 0,4712 0,5036 0,3255

El nimero de alelos observados, nimero de alelos efectivos y el indice de diversidad
genética para cada uno de los locus se refleja en el cuadro 13. Puesto que el nimero
total de loci polimdrficos obtenidos con estos tres marcadores es de 48 (en promedio
16 por marcador), en nuestro estudio el porcentaje de loci polimérficos es de 87,27 %
(loci polimérficos/total de loci). Este nimero de loci polimérficos se considera suficiente
para caracterizar la diversidad genética de la poblacién. Resultados similares reportan
Maccheroni et al. (2007), que con 53 loci provenientes de los mismos marcadores fueron
capaces de discriminar 1.205 variedades de distintas procedencias con al menos 2
diferencias (alelos discriminativos). También You et al. (2013) utilizando 5 marcadores
SSR diferentes, para caracterizar 105 variedades usadas como progenitores, obtuvieron
88 loci polimérficos (promedio de 18 por marcador). En otros estudios se reporta el uso
de mayor numero de marcadores, aunque menos informativos, como el de Que et al.
(2014) quienes obtuvieron 163 fragmentos polimdrficos en 20 marcadores SCoT (Start
Codon Targeted Polymorphism), con un promedio de 8 fragmentos por marcador, o
Perera et al. (2012) con 101 fragmentos de 15 marcadores SSR, lo que da un promedio

de 7 fragmentos por marcador.
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Cuadro 13. Resumen de la variacidn genética para todos los loci, utilizando los iniciadores CV29, CV37 y
CV38 en una poblacién de 204 variedades de cafia de azucar.

No. Locus Tamafio na* ne* h* No. Locus Tamaiio na* ne* h*
1 CV29-1 204 1 1 0 30 Cv37-9 204 2 1,5334 0,3478
2 CV29-2 204 1 1 0 31 CV37-10 204 2 1,5176  0,3411
3 CV29-3 204 2 1,9912  0,4978 32 Cv37-11 204 2 1,3885 00,2798
4 CV29-4 204 2 1,8967 10,4728 33 CV37-12 204 2 1,8433  0,4575
5 CV29-5 204 2 1,823 0,4515 34 Cv37-13 204 2 1,9342 0,483
6 CV29-6 204 2 1,9969  0,4992 35 CVv37-14 204 2 1,4556 0,313
7 CV29-7 204 2 1,9169 0,4783 36 CV37-15 204 2 1,7603  0,4319
8 CV29-8 204 2 1,7828 0,4391 37 Cv37-16 204 2 1,964 0,4908
9 CV29-9 204 2 1,6868 0,4072 38 CvV37-17 204 2 1,9286 0,4815
10 CV29-10 204 2 1,4863 0,3272 39 CV37-18 204 2 1,8211  0,4509
11 CVv29-11 204 2 1,8716  0,4657 40 Cv37-19 204 1 1 0
12 CV29-12 204 2 1,4709 0,3201 41 CVv38-1 204 1 1 0
13 CVv29-13 204 2 1,4941 00,3307 42 Cv38-2 204 1 1 0
14 CV29-14 204 2 1,7592  0,4316 43 Cv38-3 204 1 1 0
15 CV29-15 204 2 1,9046 0,475 44 Cv38-4 204 2 1,8852  0,4695
16 CV29-16 204 2 1,7273 00,4211 45 Cv38-5 204 2 1,8983 0,4732
17 CVv29-17 204 2 1,5176  0,3411 46 CV38-6 204 2 1,9046 0,475
18 CV29-18 204 2 1,5019 0,3342 47 CVv38-7 204 2 1,9595 0,4897
19 CV29-19 204 2 1,9549 0,4885 48 Cv38-8 204 2 1,8918 0,4714
20 CV29-20 204 1 1 0 49 Cv38-9 204 2 1,8286  0,4531
21 CVv29-21 204 2 1,9046 0,475 50 CV38-10 204 2 1,5019 0,3342
22 Cv37-1 204 2 1,7031 0,4128 51 CV38-11 204 2 1,9486  0,4868
23 CV37-2 204 2 1,6056 0,3772 52 CV38-12 204 2 1,7513 0,429
24 CVv37-3 204 2 1,6543  0,3955 53 CV38-13 204 2 1,9934  0,4983
25 Cv37-4 204 2 1,5653 0,3611 54 CV38-14 204 2 1,9999 0,5
26 CVv37-5 204 2 1,7906 0,4415 55 CV38-15 204 2 1,7828 0,4391
27 CV37-6 204 2 1,9068 0,4756
28 CVv37-7 204 2 1,9286 0,4815 Media 204 1,8727 1,6722  0,3743
29 CV37-8 204 2 1,638 0,3895 Desviacion estandar 0,3363 0,309 0,1556

na =Numero observado de alelos

ne = Numero efectivo de alelos [Kimuray Crow (1964)]
h =Indice de Diversidad genética [Nei (1973)]

El numero de loci Polimorficos es : 48

El Porcentaje de loci polimorficos es: 87.27%

Los valores de PIC (Contenido de Informacién Polimérfica) o indice de Diversidad
Genética (Cuadro 8), abarcaron un rango de 0,28-0,50 (promedio 0,37). El marcador
CV37 fue el mas informativo de los tres con un PIC promedio de 0,39, para CV29 y CV38
se obtuvieron promedios de 0,36 y 0,37, respectivamente. Estos marcadores fueron mas
informativos que los utilizados por Perera et al. (2012) quienes utilizaron 15 marcadores
SSR diferentes a los nuestros en una poblacion de 36 variedades, cuyo rango de PIC varid
entre 0,18-0,32. Este rango indica que también existe mayor diversidad genética en
nuestra poblacién que en la evaluada por You et al. (2013) en la que se obtuvo un indice
de diversidad genética promedio de 0,22 en 115 variedades y la evaluada por Que et al.

(2014) con 0,26 en 107 variedades.

64



4. Resultados y discusién

A pesar de que los marcadores SSR se clasifican como codominantes, debido a la
naturaleza poliploide de la cafia de azucar cada marcador fue calificado como
dominante y transformados a una matriz de 0 (ausencia) o 1 (presencia) para el célculo
de los coeficientes de similitud.

La representacién de la variabilidad obtenida utilizando un analisis de coordenadas
principales (Figura 8) muestra una dispersién de las 204 variedades analizadas, sin
diferenciaciones claras, aunque en su distribucidn, es posible observar que la mayoria
de variedades agrupa en la mitad derecha del plano, mientras que en la mitad izquierda

las variedades son menos y estan mas dispersas.
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Figura 8. Representacidon grafica de la dispersion de las 204 variedades obtenida mediante anélisis de

coordenadas principales.

En el trabajo realizado por Que et al. (2014), se analizé la diversidad genética de 107
variedades tomando 0,674 como valor arbitrario del coeficiente de similitud, con el cual
definieron 6 grupos. En nuestro trabajo, al tomar como referencia arbitraria 0,60 como
coeficiente maximo de similitud, es posible distinguir 20 grupos de variedades, los cuales
se muestran en los siguientes dendrogramas (Figuras 8-12), elaborados con base en la
matriz de similitud generada mediante los célculos del coeficiente de Dice.

En la Figura 9 puede observarse que en el grupo | aparece solamente la variedad Akoki,
con un coeficiente de similitud de 0,52 respecto a los demas grupos, lo cual tiene sentido

considerando que es el Unico de los materiales que no es un hibrido mejorado, sino un
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clon hawaiano de Saccharum officinarum (Schenk et al., 2004). Los grupos Il y llI
muestran entre ellos una similitud de 0,58 y de 0,56 con los demas materiales. En el
grupo Il encontramos la variedad guatemalteca CG99-099 vy la argentina NA56-75. El
grupo lll quedd formado por las variedades CP01-2471 y CP02-1049 y una variedad de

Puerto Rico (PR77-3031), siendo las dos ultimas las que presentan mayor similitud.

Coaficients da Similitod de Dics

Figura 9. Variedades que conforman los grupos | a lll y sus coeficientes de similitud

En la figura 10 se muestra que en el grupo |V, junto con las variedades CP también
agruparon las variedades L77-40 (Luisiana, Estados Unidos), B4744 de Barbados, SP71-
6161 de Sao Paulo, Brasil, PR71-358 de Puerto Rico y algunas variedades guatemaltecas,
CGO00-111, CG03-240, CG03-025. En este mismo grupo encontramos dos variedades
incluidas en duplicado CP72-2086 y CP00-1607 con quienes tienen una similitud de 100
%, como se esperaba. En el grupo V agruparon ocho variedades CP, entre ellas CP91-
2087 y CP92-1780 que mostraron el mayor coeficiente de similitud entre todas (0,90),
dos variedades de Barbados BJ5732 y B73375, ademas de PR99-7 y cuatro variedades
guatemaltecas, tres de la serie CG03 y una CG98. En el grupo VI, tres variedades de

origen diverso, México, Colombia y Puerto Rico.
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Figura 10. Variedades que conforman los grupos IV a VI y sus coeficientes de similitud

El grupo VIl es el mas numeroso (Figuras 11y 12), agrupa 114 variedades, de ellas 93 CP,
5 variedades de México (Mex), 4 de Guatemala, 3 de Puerto Rico (PR), 4 de Brasil, siendo
3 de ellas Sao Paulo (SP79-1287, SP70-4768 y SP81-3250) y una Republica de Brasil
(RB84-5210). También agrupan aqui las variedades San Felipe, de origen desconocido,
R570 de Reunién, Q124 de Australia, Co421 de India y POJ2878 de Indonesia, que es una
de las primeras variedades resultantes de la nobilizacién de hibridos interespecificos y
una de las mas utilizadas en los programas de mejora genética en todo el mundo (Moore
et al., 2014). En este grupo encontramos también 5 variedades duplicadas CP00-1071,
CP00-1100y CP00-2180, CPO0-1570y CP73-1547.
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Figura 12. Continuacion de las variedades que forman el grupo VI

La figura 13 muestra los grupos VIII a XX, formados cada uno por un reducido nimero
de variedades, siendo el X el mayor, con 12 variedades, 4 de ellas guatemaltecas y las
demads de origen CP. Los grupos XIV, XVI, XVII, XIX y XX formados cada uno por una sola
variedad de origenes diversos, CB40-35 (Brasil), BA11569 (Barbados), Mex79-431
(México), CP75-1553 (Estados Unidos) y POJ2714 (Indonesia), siendo esta ultima la que

presenta la menor similitud con relacion a todas las demds variedades analizadas (0,50).
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-

Coaficiente S similited da Dize

Figura 13. Variedades que conforman los grupos Xl a XXl y sus coeficientes de similitud

Las 204 variedades analizadas no agruparon separadamente de acuerdo con los
programas de mejoramiento y seleccién de donde proceden, lo que probablemente se
deba al intercambio de variedades que realizan y a su uso como progenitores. Las 147
variedades procedentes de Canal Point (CP), Estados Unidos se distribuyeron en 12 de
20 grupos, lo que indica que a pesar de provenir del mismo programa de cruzas, tienen
alta diversidad. Las variedades de procedencia distinta a Canal Point, Estados Unidos,
también quedaron distribuidas en los diferentes grupos (15 de 20). El analisis de
coeficientes de similitud muestra que en esta poblacion de 204 variedades, si se
excluyen los coeficientes de similitud igual a 1 entre las 7 variedades con duplicados, los
demas coeficientes varian entre 0,50-0,90 (0,50 para la variedad POJ2714 con las demds
variedades y 0,90 entre las variedades CP91-2087 y CP92-1780). Nuestros resultados
difieren de los reportados por Perera et al. (2012) lo cual es esperable puesto que
analizaron 36 variedades, ninguna en comun con nuestro estudio. Estos autores
utilizaron 15 marcadores SSR también diferentes a los nuestros, encontrando que todas
formaron un solo grupo con coeficientes de similitud entre 0,73 y 0,96. También difieren
con los resultados obtenidos por Pan et al. (2007), quienes utilizando 21 marcadores
SSR diferentes a los nuestros en 116 variedades de los programas de mejoramiento de

Luisiana, Estados Unidos (ninguna incluida en nuestro estudio), encontraron que, con
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excepcion de 3 variedades, las restantes 113 agruparon con coeficientes de similitud

iguales o superiores a 0,7.

Por otro lado, You et al. (2013), analizaron la diversidad genética en 115 variedades
progenitoras originadas en programas de mejoramiento de China, utilizando 5
marcadores SSR diferentes a los nuestros, identificando tres grupos formados por 91 (79
%),7 (6 %)y 17 (15 %) variedades. En nuestro caso, el grupo VIl abarcé la mayor cantidad

de materiales, con 114 de 204 (56 %).

En Guatemala, tres variedades CP ocupan aproximadamente el 80 % del area sembrada
con cafia de azucar, CP70-2086, CP73-1547 y CP88-1165. De acuerdo con nuestro
analisis, estas variedades tienen coeficientes de similitud menores a 0,60 y se ubicaron
en los grupos IV, V y VI, lo que muestra su valor para uso en un programa de cruzas.
Algunas de las variedades provenientes de Canal Point como las mencionadas, han
mostrado buena adaptacién y rendimientos superiores. Las primeras variedades con
buena adopcidn resultantes del mejoramiento en Guatemala, también han tenido como
progenitores a variedades CP en su mayoria, lo cual explica en parte, la preferencia local

por utilizar progenitores de esta procedencia.

De acuerdo con Moore et al. (2014), es de esperar que la diversidad genética sea baja
en las actuales poblaciones de mejoramiento, si se considera que las variedades
modernas se derivan esencialmente de entre 15-20 variedades nobilizadas, las que a su
vez nos conducen a la base genética inicial nobilizada en Java e India. Aunque se han
utilizado en el marco de este trabajo tres marcadores (CV29, CV37 y CV38) que han
resultado atiles para un primer analisis de diversidad genética en hibridos de cafa de
azucar, la poblacién analizada se esta analizando actualmente con otros 7 marcadores
moleculares que lo cual nos permitira definir mejor las diferencias entre grupos.

La informacién que hemos obtenido nos sirve para planificar cruzas entre progenitores
distantes que tengan mayor probabilidad de progenies con buena expresién de
heterosis, evitando al mismo tiempo reducir la ya estrecha base genética de la cafia de

azUcar cultivada.
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4.2 Identificacion de materiales de interés portadores del alelo Brul asociado con la
resistencia a la enfermedad de la roya marrén y andlisis comparativo del fenotipo

La roya marrén, causada por el hongo Puccinia melanocephala es una limitante para
obtener altos rendimientos en los sistemas de produccién de cafa de azucar y la
resistencia genética a la enfermedad es una caracteristica deseable en las variedades
comerciales que estan siendo desarrolladas en Guatemala. En este trabajo, la utilizacidn
del marcador Brul descrita por Costet et al. (2012) nos ha permitido amplificar el alelo
de resistencia a roya marrén asociado al marcador Brul en 77 de las 303 variedades
analizadas en este estudio (25 %). La amplificacion de una banda de 570 pb puede
observarse en la Figura 14 en una muestra de las variedades analizadas. Asi, en los
carriles 4, 5y 6 que se corresponden con las variedades CP00-2180, CP02-1840 y CP88-
1508 se observa la amplificacién tal y como sucede para el control positivo, la variedad
R570, que fue la variedad en la cual se identificé este marcador. La variedad CP57-603

fue utilizada como control negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- ¥ 2 :
N :
)

‘“____._

Figura 14. Gel de agarosa (negativo de la fotografia) que muestra la banda asociada al alelo Bru1 de resistencia a roya marron.
Carriles: 1=marcador de masa molecular 100 pb, 2=CP57-603 (control negativo), 3=CP03-1660, 4=CP00-2180, 5=CP02-1840,
6=CP88-1508, 7=CP00-1763, 8=CP86-1705, 9=CP01-1750, 10=CP86-1747, 11=CP03-2212, 12=R570 (control positivo).

El porcentaje de germoplasma portador del alelo Brul obtenido en este trabajo es del
25 % vy, estd en el rango del obtenido por Glynn et al. (2012) tras analizar 1.072
variedades diferentes, hallaron el alelo Brul en el 27 %. Estos rangos son inferiores a los
encontrados por Costet et al. (2012) tras analizar 380 variedades (43,9 %) y superiores

a los descritos por Parco et al. (2014), quienes encontraron el alelo de resistencia en
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solo 5 variedades de 117 clones comerciales y variedades de élite analizadas (4,3 %). En
estas investigaciones realizaron comparaciones con los fenotipos observados durante
un ciclo de cultivo en una o dos localidades, a diferencia de la nuestra en la que el

fenotipo se evalud durante cuatro afios en dos localidades.

Los datos de resistencia/susceptibilidad observados en distintas anualidades en estas
variedades nos han permitido clasificarlas como resistentes o susceptibles. Se considerd
que una variedad es fenotipicamente susceptible cuando en al menos una localidad o
afo, la incidencia de la enfermedad fue superiora 12 % vy la reaccién de la variedad fue
mayor a 5, de acuerdo con el método de evaluacién de Purdy y Dean (1981). El registro
de datos de las evaluaciones fenotipicas se presenta en el Anexo 1.

La sintomatologia que muestran las plantas sensibles a la infeccidn se muestra en la

siguiente figura (Figura 15).

Figura 15. Comparacion de hojas de cafia de azucar. (A) hoja de la variedad CG97-97 infectada con roya marrén
con incidencia = 15 y reaccién = 6, de acuerdo con la escala de Purdy y Dean (1981) y (B) hoja de la variedad R570,
inmune al patdgeno. Crédito fotografias: Fredy Rosales-Longo

La comparacioén de los datos fenotipicos con el genotipado realizado con el marcador
Brul (Cuadro 14), indica que todas las variedades en las que se obtuvo amplificacién del
marcador Brul, 77 (25 %) mostraron resistencia a la enfermedad. Por otra parte, 21
variedades (7 %) que se mostraron fenotipicamente susceptibles no amplificaron el alelo
de resistencia. Este hecho confirma la utilizad del marcador en programas de mejora
para seleccidon de materiales. Sin embargo, en las 207 (68 %) variedades restantes, no
se observaron sintomas de la enfermedad pero no se obtuvo amplificacion del alelo de

resistencia Brul. Por lo tanto, puede decirse que la presencia del marcador en las
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variedades que lo portan, estd fuertemente asociada con resistencia al patogeno. Sin
embargo, la ausencia de este marcador no es indicativo de susceptibilidad, pues de las
variedades que no lo portan, solamente el 9 % (21 de 228) fueron consideradas
fenotipicamente susceptibles, mientras que el restante 91 % (207 de 228) fueron
consideradas resistentes. Este hecho podria deberse a que al ser una infeccién natural,
es decir, sin inoculacion del hongo estas plantas no estuvieran infectadas o bien, a la
presencia de otro alelo de resistencia distinto. La infeccidon de variedad sensible CP57-
603 utilizada como control en todas las anualidades y el alto porcentaje de variedades
no infectadas nos hacen pensar que es mas probable la presencia de otro alelo de

resistencia.

Los resultados que hemos obtenido son acordes con los descritos por Glynn et al. (2013),
quienes analizaron 485 variedades utilizadas como progenitores, encontrando que, de
los clones clasificados fenotipicamente como resistentes, 154 (59 %) amplificaron el
marcador Brul, mientras que ninguno de los 100 clones susceptibles lo hizo. Por otro
lado, Parco et al. (2014) analizaron 117 clones, de los cuales solo el 4,3 % portaban el

marcador y mostraban resistencia.
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Cuadro 14. Comparacion entre el genotipo (G) asociado al marcador Brul de resistencia a roya marrén y el fenotipo
(F) observado en 305 variedades de cafia de azucar. G=genotipo, F=fenotipo +=positivo para el alelo Brul, -
=negativo para el alelo Brul, R=resistente, S=susceptible

No.| Variedad |G |F|No.| Variedad |G |F|No.| Variedad |G |F|No.| Variedad |G |F[No.| Variedad |G |F|No.| Variedad |G |F
1 B47258 + |R| 52 |CPCL02-0878| + |R| 103| CG03-104 | - |[R|154|CP02-1334( - |R|205| CP86-1747 | - |R|256Mex68-2243| - R
2 B4744 + |R| 53 |CPCL02-2584| + |R| 104| CG03-114 | - [R|155|CP02-1345| - |R|206| CP86-2024 | - [R|257| My5464 - |R
3 B73375 + |R| 54 Jab4-20 +|R[105| CG03-138 | - |[R|156[CP02-1593( - |R|207| CP87-1141 | - |[R|258| NA56-42 | - [R
4 BA11569 | +|R| 55| Mex57-29 | +|R|106| CG03-240 | - [R|157|CP02-1703| - |R|208| CP87-1500 | - [R[259] NA56-75 | - |R
5 BJ5732 + |R| 56 | Mex57-473 | + |R| 107| CG03-242 | - |[R|158|CP02-1784| - |R|209| CP88-1165 | - [R]|260 P33-11 - [R
6 CB40-35 + |R| 57 | Mex60-445 | + |R|108| CG03-256 | - |[R]|159(CP02-1807( - |R|210| CP88-1179 | - |R|261| PGM89-121| - [R
7 CG00-033 | +|R| 58 | Mex69-290 | + |R|109| CG95-107 | - [R[160|CP02-1966| - |R|211| CP88-1532 | - [R[262| P0J2878 - |R
8 CG02-064 | +|R| 59 | Mex73-523 | + |R| 110 CG96-40 | - [R[161|CP02-1969| - |R|212| CP88-1696 | - |[R|263 PPQK - |R
9 CG02-064 | +|R| 60 | Mex75-1705| + |R| 111 CG96-78 | - [R|[162|CP02-2584| - |R|213| CP88-1700 | - [R|[264| PR61-632 | - |R
10 [ CGO03-025 | +[R| 61 | Mex79-431 | + |R[112| CG98-10 | - |R|163|CP03-1002| - |R|214| CP88-1726 | - |R|265| PR71-358 | - [R
11 [ CG05-07344 | + [R| 62 | Mex82-114 | + |R[113| CG98-100 | - |R|164|CP03-1494( - |R[215| CP88-1912 | - |R|266| PR75-2002 | - (R
12 [ CG99-099 | + [R| 63 | PGMB9-968 | + |R[114| CG98-32 | - |R|165[CP03-1553( - |R|216| CP88-2017 | - |R|267| PR77-3031 | - (R
13 [ CGCP95-53 | + [R| 64 P0J2714 +|R[115| CG98-46 | - |[R|166[CP03-1585( - |R|217| CP89-1288 | - |[R|268| PR78-3025 | - (R
14 Co421 +|R| 65| PR78-3012 | +|R|116| CG98-62 | - |[R|167|CP03-1594( - |R|218| CP89-1325 | - |[R|269| PR87-2073 | - (R
15 Co997 +|R| 66 | PR83-2046 | +|R|117| CG98-78 | - |[R|168|CP03-1660( - |R|219| CP89-1327 | - |[R|270( PR87-2078 | - (R
16 | CP00-1570 | + [R| 67 | PR87-2004 | + |R|118| CG99-045 | - [R|169|CP03-2212| - |R[220| CP89-1344 | - |R|271| PR87-2080 | - |R
17 | CP0O0-1607 | + |R| 68 | PR87-2015 | + [R[119| CG99-048 | - |R| 170|CP04-1067| - |R[221| CP89-1417 | - |R|272 Q107 - |R
18 [ CP0O0-1610 | + [R| 69 | PR87-3025 | + [R[120| CG99-087 | - |R|171| CP04-119 | - |[R[222| CP89-1431 | - |R|273 Q124 - |R
19 [ CPO0-1830 | + [R| 70 PR99-7 +|R|121| CG99-125 | - |R|172|CP04-1510( - |R|223| CP89-1436 | - [R|274 Q96 - [R
20 | CP00-2180 | +|R| 71 R570 + |R|122|CGCP95-50| - |R|173|CP04-2076( - |R|224| CP89-1528 | - |R|275| RB73-2908 | - (R
21| CP00-7753 | +|R| 72 | RB732577 | + |R|123|CGSP98-11| - |R[174| CP27-139 | - [R|225| CP89-1538 | - |R|276| SP71-6180 | - |R
22 | CP01-1338 | +|R| 73 | RB845210 | + [R|124|CGSP98-12| - |R[175| CP29-126 | - [R|226| CP89-1551 | - |R|277| SP79-1287 | - |R
23 | CP0O1-1614 | +|R| 74 RD75-11 + |R|125|CGSP98-16| - |[R|176( CP48-103 | - |R|227| CP89-1606 | - |[R|278| SP80-1842 | - (R
24 | CP01-1779 | + [R| 75 | SanFelipe | + |R[126| CL61-620 | - [R|177| CP52-43 | - |R|228| CP89-1632 | - [R|279| SP81-3250 | - |R
25| CP01-1802 | +|R| 76 | SP70-4768 | + |R|127| Co0270 - [R[178] CP53-6 | - |R|229( CP90-1204 | - [R|[280| SP83-2847 | - |R
26 | CP02-1668 | + |R| 77 | SP79-2233 | + |R|128| CP00-1071| - |R[179| CP63-588 | - [R|230| CP90-1222 | - |R|281| Tuc68-19 | - |R
27 | CP02-1756 | +|R| 78 Akoki - [R{129] CP0O0-1100| - |R|180| CP65-357 | - [R[231] CP90-1294 | - |R|282| UCWS5407 | - |R
28 | CP02-1769 | +|R| 79 B74-132 - [R{130] CP0O0-1101| - |R|181| CP67-42 | - [R[232] CP91-1450 | - |R|283| CG03-292 | - |S
29 | CP02-1840 | + |R]| 80 C116-67 - [R{131] CPO0-1359| - |R|182| CP70-321 | - [R[233] CP91-1560 | - |R|284| CG95-125 | - |S
30 | CP02-1915 | +|R]| 81 C87-51 - [R[132] CP0O0-1675| - |R|183|CP72-1210| - [R[234]| CP91-1564 | - |R|285| CG96-01 - [S
31 | CP02-2113 | + |R| 82 CB46-47 - [R{133] CP0O0-1683 | - |R|184|CP72-1312| - [R[235] CP91-1941 | - |R|286| CG96-135 | - |S
32 | CP03-1103 | +|R| 83 CC82-15 - [R[134]| CP0O0-1748| - |R| 185|CP73-1547| - [R[236| CP92-1185 | - |R|287| CG96-42 -|S
33 | CP03-1646 | + |R| 84 CC85-92 - [R[135| CP0O0-1749| - |R| 186|CP75-1082| - [R[237| CP92-1682 | - |R|288| CG96-52 - [S
34 | CP03-1688 | +|R| 85| CGO00-032 | - |[R|136| CP0O0-1751( - |R|187|CP75-1553| - [R|238| CP92-1780 | - |R[289| CG97-100 | - |S
35| CP03-1724 | +|R| 86 | CGO00-043 | - [R|137| CPO0-1758( - |R[188| CP76-328 | - [R|239| CP93-1056 | - |R|290| CG97-97 - [S
36 | CP04-2115 | +|R| 87 | CGO00-092 | - [R]|138| CP0O0-1763| - |R[189|CP77-1055| - [R|240| CP96-1093 | - |R[291| CG98-47 - [S
37 CP56-59 +|R[ 88 | CG00-102 | - |R|139| CP00-1803| - [R|190|CP78-1628| - |R|241| CP96-1552 | - [R[292| CG99-007 | - |S
38 | CP62-374 | +|R| 89| CGO0-111 | - |R|140| CP0O0-1810( - |R[191| CP79-332 | - [R|242| CP99-1989 | - |R[293| CG99-023 | - |S
39| CP66-346 | +|R| 90| CGO0-120 | - [R]|141| CP0O0-1825( - |R[192|CP80-1743| - [R|243|CPCLO2-1546| - |R|294| CGSP98-05 | - |S
40 | CP72-2086 | +|R|[ 91 | CG00-129 | - |R|142| CP00-2164| - [R|193|CP80-1752| - |R|244|CPCL02-2186| - [R|295| CGSP98-09 | - |S
41| CP75-1632 | + [R| 92 CG01-17 - [R{143]| CP01-1262 | - |R| 194|CP80-1827| - [R|245|CPCL0O5-1504| - |R|296| CP02-1003 | - |S
42 | CP78-1247 | + |R| 93 CG01-27 - [R|144]| CP01-1372| - |R| 195|CP81-1335| - [R|246| HoCP02-639 | - |R|297| CP57-603 | - |S
43 | CP88-1508 | + |[R| 94 CG01-52 - [R[145] CP01-1449| - |R| 196|CP81-1383| - |R[247| 1176-521 - |[R| 298| CP91-2087 | - |S
44 | CP89-2143 | + [R| 95 CG01-53 - [R][146] CP01-1750( - |R| 197|CP82-2043| - [R[248| Jab64-19 - [R|299| Mex60-676 | - |S
45| CP94-1182 | + [R| 96 CG01-60 - [R[147]| CP01-2471| - |R| 198|CP85-1482| - |R|249 L68-40 - |[R|300| PR67-1355 | - |S
46 | CP96-1068 | + [R| 97 CG01-87 - [R[148]| CP01-2634| - |R| 199|CP86-1209| - |R|250 L77-40 - [R|301| PR87-2048 | - |S
47 | CP96-1120 | + |[R|[ 98 | CG02-007 | - |R|149| CP02-1049| - [R|200|CP86-1614| - |R| 251 L80-38 - |R|302| RB72-1012 | - |S
48 | CP97-1931 | +|R|[ 99 | CG02-144 | - |R|150| CP02-1050| - [R|201|CP86-1623| - |R| 252 LM2002 - |[R|303| SP71-6161 | - |S
49 | CP98-1029 | +|R[100| CG02-163 | - |R|151| CP02-1120| - [R|202|CP86-1633| - |R|253| Mex53-142 | - [R

50 | CP99-1944 | +|R|101| CGO03-047 | - |[R|152| CP02-1124( - |R[203|CP86-1664| - [R|254| Mex57-683 | - |R

51 |CPCLO0-6131| + |R| 102 CGO03-098 | - [R]|153| CP02-1255( - |R[204|CP86-1705| - [R|255| Mex58-326 | - |R

4.3 Obtencion de hibridos de interés en la mejora genética de caia de azlcar e
identificacion de cruzas superiores mediante evaluacion de familias F;
Los coeficientes de similitud que se obtuvieron en el apartado anterior mediante el

analisis de marcadores moleculares nos han servido para disefiar nuevas cruzas que

incrementen la variabilidad genética que como hemos comentado en estos hibridos
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cultivados no es muy elevada. La informacion obtenida con el marcador de resistencia a
roya marréon nos permite también disefiar cruzas que produzcan progenies que
muestren resistencia a esta enfermedad. Puesto que con las nuevas variedades se busca
aumentar el rendimiento de azlcar por hectarea, se debe tener presente que este
objetivo se puede lograr por dos vias distintas, la primera es aumentando el contenido
de azlcar en los tallos y la segunda, aumentando la biomasa (toneladas de cafia por
hectdrea) y de manera indirecta pero de gran importancia, aumentando la tolerancia o
resistencia a las distintas enfermedades. Es por ello que se han evaluado distintos
pardametros relacionados: brix (%), altura de planta, didmetro tallo, nimero de tallos y
el comportamiento de estas plantas frente a las enfermedades mas comunes, de suma

importancia para conseguir buenos rendimientos.
Obtencion de nuevos hibridos y caracterizacion preliminar

El coeficiente de similitud en las cruzas realizadas en el afio 2012 (Cuadro 15) varié entre
0,500y 0,750y el rango de variacién fue de 0,462 y 0,694 en las cruzas realizadas en el afio
2013 (Cuadro 16). De entre los parentales seleccionados para obtener nuevos hibridos en
2012 e iniciar su caracterizacion el siguiente ano, los genotipos PR87-2015, CP89-2143,
CP72-2086 y SP79-2233 amplificaron el marcador asociado al alelo Brul. Las evaluaciones
de familias en plantia (2013) y primera soca (2014) fueron realizadas en la localidad de
Camantulul y se compararon con los resultados de la variedad mas utilizada, CP72-2086,
resistente a la roya marrén, carbodn y escaldadura foliar pero susceptible a roya naranja,

virus del mosaico y virus de la hoja amarilla.

Con relacién a incidencia a las distintas enfermedades, para la roya marrén las familias
evaluadas se mostraron tan resistentes como la variedad control que porta el alelo Brul,
pues con excepcion de la cruza 1 (cuyos parentales no amplificaron este alelo) con 3 % de
plantas infectadas, ninguna cruza mostré incidencia de la enfermedad. Cabe recordar la

posible presencia de otro alelo de resistencia en los genotipos utilizados como parentales.
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Cuadro 15. Progenitores seleccionados y medias de las progenies en el ensayo de evaluacién de familias, Camantulul 2013-2014.

No. | Progenitor | Progenitor | Coeficiente Namero de|Namero de| Brix | Altura |Diametro Tallos/ Carbon | Carbén | Escaldadura | Escaldadura \ﬁru_s \ﬁru; R"y? R"y? Roy,a Roy’a SCYLV® | SCYLV
Cruzal femenino | masculino | de Similitud plan:as plantas | (%) | (m) (cm) 10m @) P | (%) 1S %) P %) 1S Mosaico | Mosaico | Naranja |[Naranja| Marrén | Marrén @) P | (%) 1S
p 1S P P P P )P | (%) 1S | ()P [(%)1S]| (%) P | (%) 1S

1 |[CP73-1547 |CPO00-1359 0.667 30 25 21.0| 2.01 2.49 50 0 0 0 2 5 2 31 16 3 0 3 3
2 |CP73-1547 [SP79-2233* 0.500 27 23 20.0| 2.28 2.33 70 0 0 0 0 41 33 64 43 0 0 9 9
3 |CP73-1547 (CG98-46 0.571 16 12 20.5| 2.04 2.81 30 0 0 0 0 7 2 19 10 0 0 2 9
4 |CP02-1807 |CP00-2164 0.667 31 26 22.0| 2.06 1.98 60 0 0 0 2 17 5 28 14 0 0 3 12
5 |CP02-1807 [CP01-2471 0.558 31 29 23.3| 2.36 2.43 80 0 0 0 0 2 2 19 21 0 0 5 16
6 |PR87-2015* [CP86-2024 0.640 26 23 20.5| 2.27 2.53 50 0 0 0 0 3 3 22 12 0 0 5 17
7 |CP89-2143* |CC85-92 0.679 28 26 22.0| 2.22 2.72 50 0 0 0 0 22 7 36 28 0 0 12 12
8 |CP89-2143* |CP72-2086* 0.750 24 24 23.5( 2.17 243 70 0 0 0 0 43 17 24 26 0 0 7 12
PROMEDIO 0.629 27 24 21.6( 2.18 2.46 58 0 0 0 0 18 9 30 21 0 0 6 11
CP72-2086* (Control) 30 30 21.0| 2.29 2.23 100 0 0 0 0 79 45 47 100 0 0 9 64

3p=plantia (2013) y 1S=Primera soca (2014), ®Se refiere al porcentaje de plantas dentro de la familia que mostré sintomas de la enfermedad, °Virus del Amarillamiento Foliar (Sugar Cane Yellow Leaf Virus)

*Amplificé el alelo Brul de resistencia a Roya Marrén
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El porcentaje de plantas con sintomas de las enfermedades conocidas como
escaldadura y carbdn fue muy bajo en la primera evaluacién (0-2 %) o nulo en la
segunda. Sin embargo, todas las familias evaluadas presentaron incidencia de virus
del mosaico en diferentes niveles, 18 y 9 % en plantia y primera soca,
respectivamente, pero menores a los mostrados por la variedad control con 45 y
79 % para plantia y primera soca, también respectivamente, siendo las familias de
las cruzas 1, 5, y 6 las que mostraron niveles menores entre 0y 7 %. De igual forma,
con relacién a roya naranja, todas las familias mostraron infeccién, 30y 21 % en
plantia y primera soca, respectivamente, pero en menor grado que la variedad
control, con 47 y 100 %, siendo la cruza 3 la que mostrd niveles menores de
infeccion entre 19 y 10 % en plantia y primera soca, respectivamente. La mayor
incidencia de roya naranja puede deberse a que el mejoramiento para resistencia
a esta enfermedad apenas se estd iniciando, pues recién se detecté en el afio 2007
en la variedad control (Ovalle et al., 2008), lo que provocd una disminucion en su
area de siembra. Las plantas obtenidas de estas cruzas también mostraron bajos
porcentajes de plantas infectadas con el virus del mosaico y el SCYLV. Ninguna
familia resultdé ser inmune al virus de la hoja amarilla, que tuvo una mayor
incidencia en 2014 con un promedio de plantas infectadas del 11 % pero menor
que la variedad control con 64 %. La variabilidad obtenida en las familias con
relacion al brix, que representa el porcentaje de azucares contenidos en el jugo de
la cafia de azucar, fue baja como era de esperarse en cruzas entre variedades
nobilizadas, sin embargo, los valores obtenidos fueron altos en el rango de 20-23,5
%, siendo este ultimo valor el correspondiente a la cruza 8 (CP89-2143 x CP72-2086)
con un coeficiente de similitud alto de 0,75 entre los progenitores, seguido de 23,3
% del cruzamiento 5 (CP02-1807 x CP01-2471) con un coeficiente de similitud
comparativamente bajo de 0,558. Se esperaria que las variedades derivadas de
ellos tengan mds contenido de azucar en sus tallos que las variedades de las demas
cruzas e incluso la variedad control. Estos datos confirman la aseveracién de
Jackson (2005) respecto a que el contenido de azucar en la cafia es un caracter
aditivo que no depende de la expresidn heterdtica como depende en efecto, el
rendimiento de cafia (biomasa). El rendimiento de cafia esta a su vez relacionado

con los parametros de altura de planta, didmetro del tallo y poblacién de tallos por
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metro lineal, por lo que se espera que las variedades derivadas de la cruza 5 cuyos
progenitores mostraron un coeficiente de similitud de 0,558 tengan mayor
rendimiento de cafia con relacidn a las progenies de las demds cruzas pero no que
la variedad control, pues presentan la mayor altura de planta (2,36 m), el mayor

diametro de tallo (2,43 cm) y la mayor poblacién de tallos (80/10m).

En este grupo de cruzas, la variedad CP73-1547 se usé como parental femenino con
tres diferentes parentales masculinos, CP00-1359, SP79-2233 y (CG98-46
encontrandose valores de brix similares en los tres casos (entre 20 y 21 %), no
obstante, con el segundo parental masculino las progenies se mostraron mas
susceptibles a virus del mosaico, roya marrén, roya naranja y SCYLV. La variedad
CP02-1807 por su parte, se usé como parental femenino en dos ocasiones con
parentales masculinos diferentes, CP00-2164 y CP01-2471, siendo la familia del
segundo cruce la que mostré mayor contenido de azucar en los tallos (23,3 %) en
comparacion con el primero (22,0 %). Ambos cruces mostraron similitud en la
incidencia de enfermedades con excepcion de virus del mosaico que se mostrd
menor con el segundo parental. También la variedad CP89-2143 se usdé como
progenitor femenino en dos ocasiones con progenitores masculinos diferentes,
CC85-92 y CP72-2086, siendo la familia del segundo la que presenté mayor brix
(23,5 %) en comparacion con el primero (22,0 %) pero también mostré mayor

incidencia de virus del mosaico.

En el Cuadro 16 se muestran las 14 familias obtenidas cuya caracterizacién se
realizé durante 2014 en plantia y 2015 en primera soca. Dentro de este grupo de
parentales las variedades CP97-1931, CG03-025, Mex79-431, CP00-1570, CPOO-
1830, CPCL02-0878 y CP72-2086 amplificaron el alelo Brul de resistencia a roya
marrdn, igual que la variedad control. En este caso no se observaron sintomas de

la enfermedad en ninguna de las familias.
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Cuadro 16. Progenitores seleccionados y medias de las progenies en el ensayo de evaluacion de familias, Camantulul, 2014-2015.

ci| e | e | | ) | ||| i o) et | | v | e | s | i | SO | S
Similitud p? 1S pr | P P P | 1S | WP | %)1s | WP | ) 1S

1 CP00-1675 CC85-92 0,561 21 23 20,6 | 1,96 2,4 60 0 0 0 0 25 7 34 9 0 0 5 5
2 CP97-1931* CG03-025* 0,607 30 24 248 | 2,26 2,3 91 0 0 0 0 16 5 61 23 0 0 9 5
3 CP97-1931* CC85-92 0,679 26 22 215|191 2,8 61 0 0 0 0 7 13 21 9 0 0 5 5
4 CP52-43 CG03-025* 0,644 20 18 24,1 | 2,09 2,6 32 0 0 0 0 25 18 36 16 0 0 2 2
5 CP73-1547 Mex79-431* 0,462 29 24 228 | 1,64 2,2 61 0 0 0 0 41 16 36 16 0 0 9 0
6 CP73-1547 CC85-92 0,556 18 23 24,0 | 2,00 2,6 68 0 0 0 2 9 7 30 21 0 0 11 2
7 CP73-1547 CG03-025* 0,556 27 24 21,4 | 1,70 2,5 55 0 0 0 0 9 7 52 25 0 0 16 2
8 | CPCL02-1546 CG98-78 0,549 27 24 22,8 | 2,49 2,7 64 0 0 0 0 7 2 23 14 0 0 4 2
9 CG00-102 CP80-1743 0,632 18 8 24,1 | 1,80 24 52 0 0 0 0 2 0 18 11 0 0 4 0
10 CP00-1830* CG98-78 0,519 26 11 22,41 1,83 2,1 43 0 0 0 0 52 16 50 14 0 0 9 7
11 |CPCL02-0878* CP00-1570* 0,462 24 16 219 | 1,85 25 39 0 0 0 0 23 4 27 16 0 0 0 2
12 CG98-10 CC85-92 0,632 24 23 22,8 | 2,01 2,7 51 0 0 0 0 21 20 52 38 0 0 9 2
13 CP72-2086* CG98-46 0,615 25 19 215 | 2,15 2,3 73 0 0 0 0 38 13 39 16 0 0 5 2
14 CP72-2086* CG98-78 0,694 31 21 233 | 2,13 2,8 70 0 0 0 0 16 0 50 23 0 0 13 0

PROMEDIO 0,583 25 20 22,7 | 1,99 25 59 0 0 0 0,1 21 9 38 18 0 0 7 3

CP72-2086* (Control) 26 25 21,8 | 2,30 2,7 82 0 0 0 0 14 4 82 50 9 0 7 4

2P=Plantia (2013) y 1S=Primera soca (2014), bSe refiere al porcentaje de plantas dentro de la familia que mostré sintomas de la enfermedad, “Virus del Amarillamiento Foliar (Sugar Cane Yellow Leaf Virus)
*Amplificé el alelo Brul de resistencia a Roya Marrén
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Ninguna de las familias evaluadas mostré incidencia de roya marrdn en ninguno de
los dos afios de evaluacién y lo mismo se observé para las enfermedades conocidas
como carboén y escaldadura foliar. Para esta ultima, la cruza 6 fue la Unica que
mostré una incidencia de 2 % en la primera soca. Como sucedid en las familias
evaluadas anteriormente, la roya naranja tuvo altos niveles de incidencia, no
obstante, los niveles que presentaron las familias, fueron menores a los niveles de
la variedad control, tanto en plantia (37 % promedio para las cruzasy 82 % para el
control), como en primera soca (18 % promedio de las cruzas y 50 % la variedad
control). Las familias de la cruza 3 (CP97-1931 x CC85-92) y cruza 10 (CP00-102 x
CP80-1743) presentaron la menor incidencia a esta enfermedad con un rango de
incidencia entre 9y 21 %. El virus del mosaico también tuvo incidencia en todas las
familias y la variedad control, siendo mayor el promedio de incidencia de las
familias, 20 % y 9 % en plantia y primera soca, respectivamente que la variedad
control, 14 % y 4 % respectivamente. Con relacion al virus de la hoja amarilla, el
promedio de incidencia en las familias en plantia fue igual que en la variedad
control (7 %) y menor en primera soca (3 % promedio de las familias y 4 % del

control).

La variacion con respecto al Brix en las familias estuvo entre 20,6-24,8 %, con un
promedio de 22.6 %, superior a la variedad control que tuvo 21,8 %. La cruza 2
(CP97-1931 x CG03-025) mostro el valor mas alto de Brix (24,8 %), seguido de las
cruzas 4 (CP52-43 x CG03-025) y 6 (CP73-1547 x CC85-92) con Brix 24,1 %y 24,0 %,
respectivamente. En cuanto a los pardmetros altura de planta, diametro de talloy
numero de tallos/10 m, los promedios de las familias evaluadas no superan a la
variedad control. Estos resultados apoyan los obtenidos por Jackson (2005) quien
encontré que existe una relacidn inversa entre el contenido de azlcar y el

rendimiento de cana.

La variedad CP97-1931 se utilizd como progenitor femenino en dos ocasiones con
diferente progenitor masculino, CG03-025 en el primer caso y CC85-92 en el
segundo. La primera combinacion resulté en mayor Brix, 24,8 % contra 21,5 % en
la segunda, pero la incidencia de enfermedades fue menor en esta ultima. Por otra

parte, la variedad CP73-1547 se utilizé6 como progenitor femenino en tres cruzas
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con diferentes progenitores masculinos, Mex79-431, CC85-92 y CG03-025. La
segunda combinacién mostré el brix mas alto, 24 % en comparacion con 22,8y 21,4
% de la primera y tercera, respectivamente. La incidencia de virus del mosaico fue
mayor en la primera combinacion 16-41 % comparado con 7-9 % que mostraron las
otras dos, sin embargo, la incidencia de roya naranja fue alta en los tres casos con
una variacion entre 16-52 %. Por ultimo, la variedad CP72-2086 se utiliz6 como
parental femenino en dos ocasiones con las variedades CG98-46 y CG98-78 como
parentales masculinos, en este caso, la segunda combinaciéon mostré mayor Brix,
23,3 % mientras que la primera registré 21,5 %, esta ultima mostré mayor
incidencia de virus del mosaico 13-38 % pero menor incidencia de roya naranja 16-

39 % y virus del Amarillamiento 2-5 %.

En el conjunto de cruzamientos, el genotipo CP73-1547 se ha combinado con 6
genotipos utilizdndolo como parental femenino. De estos cruces se han obtenido
diferencias notables en cuanto al Brix, altura de planta, didametro de tallo, nimero
de tallos e incidencia de enfermedades. En ambos grupos de cruzas, el promedio
de Brix en todas las familias fue superior al Brix de la variedad control, mientras
gue en parametros como altura de planta, didmetro de tallo y nimero de tallos los
promedios de las familias fueron inferiores, por lo que es de esperarse que en estas
progenies, el aumento en el rendimiento de azlcar venga del contenido de azucar

en los tallos, representado por el Brix y no por el rendimiento de caia.

4.4 Diagndstico, caracterizacion y prospeccion de Xanthomonas albilineans y
virus del Amarillamiento de la Cafia de Azucar en distintas zonas de cultivo
de cafa de Guatemala. Evaluaciéon de metodologias para saneamiento de
materiales infectados.

El control de X. albilineans y del virus de la hoja amarilla de la Cafia de Azucar
(SCYLV) es de vital interés para la obtencion de buenos rendimientos en este cultivo
y evitar la propagacién de estas enfermedades. El control mas eficiente para hacer
frente a distintos patdgenos recae en la utilizacion de resistencia genética de las

variedades. La otra metodologia de control es el desarrollo de semilleros libres de
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enfermedades, que se consiguen a través del uso de tratamientos térmicos,
productos fitosanitarios y monitoreo constante. Este ultimo se basa en Ia
evaluacién fenotipica, siempre dificultosa y con la identificacion en numerosas
ocasiones de falsos negativos. Con esta situacidn se considerd de interés la
comparacion de distintos métodos de control en semilleros y el desarrollo de
protocolos de cultivo de meristemos para el saneamiento de materiales de interés
a la vez que el desarrollo de métodos confiables que permitan la deteccién de
infecciones latentes como sucede comunmente con los patégenos X. albilineans y

SCYLV.

4.4.1 Diagndstico y prospeccion de las enfermedades de la
escaldadura foliar y la causada por el virus del amarillamiento
en zonas de cultivo de cafa en Guatemala.

Se considerdé de interés realizar una prospeccién aleatoria para determinar la
presencia de estas enfermedades en distintas areas de cultivo utilizando
metodologias mas precisas que la mera observacion fenotipica de los sintomas.
Para ello se compararon en primer lugar dos metodologias que nos permitieran
determinar la presencia del patégeno causante de escaldadura foliar, la bacteria X.
albilineans y para determinar la presencia de SCYLV se utilizé analisis de ARN virico

en las plantas muestreadas.

4.4.2 Diagndstico y prospeccidon de Xanthomonas albilineans

Comparacion de dos metodologias de diagndstico

Se compararon para diagnosticar la presencia de X. albilineans dos metodologias:
anadlisis por PCR y DBIA (Dot Blot Immunoassay) en 39 tallos que mostraban
sintomas visuales de escaldadura foliar. La amplificacién PCR fue la mas eficiente
para confirmar la presencia de X. albilineans (Figura 16), resultado que era

esperable por ser la PCR una técnica que permite amplificar a partir de un escaso
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numero de moléculas. La comparaciéon con el método DBIA, sin embargo, nos
parecié de interés ya que es mas sencillo y rdpido y habia sido reportado como igual
de eficiente para el diagndstico de este patédgeno (Pan et al. 1997). Estos autores
determinaron la presencia de X. albilineans en 15 de 16 muestras sintomaticas
(93,75 %), con ambos métodos. En nuestro estudio aunque la PCR ha resultado en
promedio mas adecuada también se confirma el resultado obtenido por estos

autores ya que en la localidad de Camantulul se ha obtenido el mismo resultado.

100.00
93.75 9253

91.30
86.28
81.25
75.00
50.00
25.00
0.00

Camantulul El Retazo Promedio
Figura 16. Porcentaje de diagndsticos positivos de X. albilineans en 39 tallos con sintomas, 23
provenientes de la Estacidn Experimental Camantulul y 16 de finca El Retazo, utilizando dos métodos de
diagndstico, DBIA y PCR.

Diagnésticos positivos (%)

Prospeccion

Se procedid posteriormente a la prospeccién de X. albilineans en 56 lotes de la
zona caflera utilizando la metodologia PCR. Un lote es el area basica de
produccién de un ingenio. Su tamafio es variable, regularmente entre 10-25
hectareas y se define con base en los linderos existentes, acceso a agua y
topografia entre otros factores. En el cuadro 17 se pueden observar los nimeros
de identificacion de los lotes que fueron muestreados para la prospeccion de los
patégenos y los resultados de los diagndsticos de la prospeccion para X.

albilineans. También en la Figura 17 se muestra un gel de electroforesis con el
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resultado obtenido para una muestra de las variedades analizadas por PCR y, en
la Figura 18, se muestra la ubicacion del muestreo sefializando con puntos rojos
las plantas infectadas. La distribucién dispersa de aquellas dreas con materiales
infectados puede ser debida a que este patdgeno no se transmite a través de
afidos como vectores, sino mas bien, a través de material e instrumentos

contaminados. (Comstock y Gilbert, 1991).

Puede observarse que solamente 4 de los 56 lotes (7 %) presentaron plantas
infectadas. Las variedades en las cuales se encontro X. albilineans fueron CP73-
1547, CP72-2086 (2 lotes) y RB73-2577. La primera de estas variedades es
conocida por ser susceptible al patdégeno, sin embargo, las otras dos eran
consideradas resistentes (entendida la resistencia como la no manifestacion de
sintomas). Como hemos podido apreciar, la infeccién puede ocurrir y estar
latente, lo cual dificulta un diagndstico preciso y la determinacién de su
incidencia (Comstock y Irey, 1992), de ahi la importancia de contar con métodos

de diagndstico mas eficientes que la observacidn visual.
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Cuadro 17. Listado de lotes y variedades muestreados en la prospeccion de Xanthomonas
albilineans y virus del Amarillamiento de la Cafia de Azucar.

Cadigo | Diagnostico Cadigo | Diagnéstico
No. Variedad Lote |X.alb|SCYLV| No. | Variedad Lote X.alb|SCYLV
1 NA56-42 80702 - + 29 (CG98-10 0091103 - -
2 CG98-10 80301 - + 30 CG98-10 '0090802 - -
3 (CG98-10 940701 - + 31 CG98-10 r0091701 - -
4 CG98-10 81003 - + 32 NA56-42 '0090803 - -
5 CG98-10 940401 - + 33 CG98-10 r0091702 - +
6 CG98-10 940801 - + 34 NA56-42 '0091502 - -
7 CP88-1165 81302 - + 35 MEX 79-431 '0091501 - +
8 (CG98-10 940101 - + 36 varrepro. '0090301 - -
9 C(CG98-10 940901 - - 37 PR61-632 '0090401 - -
10 CG98-10 180108 - - 38 CG98-10 '0090902 - -
11 MEX79-431 180104 - - 39 CG98-10 0090801 - -
12 NA56-42 80901 - - 40 MEX 79-431 '0091003 - -
13 MEX79-431 180105 - + 41 RB73-257 '0950306 - -
14 CG98-10 80801 - - 42 CG98-10 Ir0930601 - -
15 CG98-10 81101 - + 43 RB73-257 0950206 - +
16 MEX 79-431 81202 - + 44 CP72-2086 Ir0930301 - -
17 MEX79-431 180106 - + 45 (CP88-1165 '0950204 - -
18 (CG98-10 80302 - + 46 MTO06-004 r0950305 - -
19 CG98-10 940201 - + 47 RB73-257 '0950205 - -
20 MEX79-431 180101 - - 48 CP72-2086 r0950101 - -
21 CG98-10 80701 - - 49 CP72-2086 '0930501 - -
22 CG98-10 81001 - - 50 RB73-257 '0950301 - -
23 MEX79-431 180107 - + 51 CP72-2086 '0950301 - -
24 NA56-42 81002 - + 52 CP72-2086 '0950208 - -
25 NA56-42 81202 - + 53 CP72-2086 '0950302 + -
26 CG98-10 941001 - + 54 RB73-257 0950303 + -
27 CG98-10 940501 - + 55 CP72-2086 '0930201 + -
28 CG98-10 0090901 - + 56 CP73-1547 0130203 + -
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Figura 17. Gel de electroforesis mostrando la banda de 308 pb que identifica la presencia de X. albilineans.
Carriles 1= escalera 100 pb, 2= control negativo, 3= control positivo, 4= CP72-2086 muestra 53 segun
cuadro 16, 5= RB73-2257 muestra 54, 6= CP72-2086 muestra 55, 7= CP73-1547 muestra 56, 8= CP72-2086
muestra 52.
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Figura 18. Mapa de la zona cafiera que muestra los 56 lotes muestreados para escaldadura foliar. Los
puntos verdes indican ausencia de la enfermedad y los rojos indican presencia.

4.4.3 Caracterizacion de cepas de Xanthomonas albilineans con
base en secuencias gendmicas

Se tomaron 23 muestras de producto de PCR de igual numero de tallos que se

diagnosticaron positivos para X. albilineans de acuerdo con la seccién 3.2 y se
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Xal2
Xa25
Xa08
Xa0l
Xa@2
Xa03
Xa22
Xao4
Xal5
Xa@7
Xae9
Xal7
Xa23
Xal3
Xao6
Xale
Xall
Xald
Xals
Xals
Xal9
Xa2e
Xa24

secuenciaron. Tras la secuenciacién de un fragmento del gen de la albicidina, las
secuencias se alinearon para encontrar una secuencia consenso. El alineamiento
de todas las secuencias obtenidas en las muestras, permitio la identificacion de
una secuencia consenso de 289 pb y la existencia de un polimorfismo de un Unico

nucledtido (SNP por sus siglas en inglés) como se presenta en la Figura 19.
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Figura 19. Polimorfismo A/G identificado en las muestras de X. albilineans de 23 muestras recolectadas
en tres localidades diferentes de la zona cafiera de Guatemala

Al comparar las secuencias de las muestras del presente estudio con las tres
secuencias de X. albilineans disponibles en el GeneBank, una correspondiente a
la cepa identificada como AJ586576.1 de Florida, EUA, la segunda identificada
como JF699512 de Brasil y la tercera identificada como FP565176.1 de
Guadalupe, se identificd un SNP con las variantes A-G antes descrito, en el que
la variante G tiene una coincidencia de 100% con la cepa de Florida, mientras

gue la variante A coincide en 99% con las cepas de Brasil y Guadalupe. Se

desconoce si existe efecto sobre el fenotipo de las variantes.
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4.4.4 Diagnodstico y prospeccion de virus de la hoja amarilla de la
caia de azucar

Para diagnosticar la presencia de SCYLV se utilizdé la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Inversa (RT-PCR). Para ello se
colectaron 60 tallos con sintomas visuales del virus, 31 provenientes de la
Estacién Experimental Camantulul, de los cuales 29 dieron positivo en el
diagnostico (93,55 %) y 29 de la finca El Retazo, de los cuales 22 dieron positivo
(75,86 %). En promedio, se detectd SCYLV en 84,70 % de las muestras. Estos
tallos fueron utilizados en la evaluacidn de tratamientos para el saneamiento de
materiales infectados. Las muestras con sintomas que no amplificaron el virus
podrian estar afectadas por el fitoplasma del amarillamiento o mostrar sintomas
debido a un desbalance nutricional.

Esta metodologia fue utilizada también en la prospeccion de SCYLV como se
muestra en la Figura 20. Los resultados de la prospeccién de SCYLV en 56 lotes
(Cuadro 17) y su distribucién en la zona cafiera de Guatemala pueden observarse
en la Figura 22. De los 56 lotes evaluados, 23 presentaron plantas infectadas
(40,35 %). Esta alta incidencia probablemente se debe a que este virus se
transmite a través de afidos, ademds de cuando se utiliza semilla vegetativa
infectada (Joomun y Dookum-Saumtally, 2010). Entre las variedades infectadas
estan NA56-42, CG98-10, Mex79-431 y RB73-2577, cuya susceptibilidad ya habia
sido observada con anterioridad. Como puede observarse en la Figura 21, existe
una alta incidencia en la zona alta (arriba de 300 msnm), lo cual confirma lo
sefialado por CENGICANA (2012) sobre una asociacién entre temperaturas bajas
y mayor severidad, por lo cual ciertas variedades muestran problemas con la

enfermedad en zonas altas y no en zonas bajas.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 20. Gel de electroforesis mostrando la banda de 219 pb que identifica la presencia de SCYLV.
Carriles 1= escalera 100 pb, 2= control negativo, 3-12= muestras 40-33 segln cuadro 16, 13= control
positivo.
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Figura 21. Mapa de la zona cafiera que muestra los 57 lotes monitoreados para virus del
amarillamiento. Los puntos verdes indican ausencia de la enfermedad y los rojos indican
presencia.
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4.4.5 Saneamiento de material vegetal

Se ha realizado un estudio para comparar el tratamiento habitual de inmersién
en agua a 50°C durante 3 horas (Comstock y Gilbert, 1991; Chatenet el al., 2001)
para la eliminacidn de X. albilineans y SCYLV, asi como otros combinados con el
cultivo de meristemos, con el fin de determinar la metodologia mas eficiente
para obtener material de iniciacidon sano. Para ello se utilizaron tallos cuya
infeccidn con X. albilineans fue verificada mediante PCR (seccién 4.3.2) y tallos
cuya infeccién con SCYLV fue verificada mediante RT-PCR (seccién 4.3.4). De
acuerdo a Comstock y Gilbert (1991), el uso de semilla vegetativa libre de
enfermedades proveniente de cultivo de tejidos es otra medida efectiva para el
control de X. albilineans. Burbano y Garcés (2007) lograron eliminar SCYLV en
92,3 % de las plantas regeneradas de meristemos apicales previo tratamiento
térmico.

En este estudio se han comparado distintos tratamientos térmicos combinados
0 no con cultivo de meristemos para determinar el mas eficiente en nuestros
materiales. Puesto que estos tratamientos pueden afectar la capacidad de
brotacion o regeneracion de los meristemos se ha estudiado en primer lugar

como afectan a estos factores los distintos tratamientos.

Efecto de la temperatura en la capacidad de brotacion de las yemas y

regeneracion de los meristemos

En primer lugar se ha evaluado cémo afectan los tratamientos térmicos (estufa
a 40°C durante 10 dias, la inmersién a 50°C durante 1 o 3 h) al porcentaje de
brotacién de las yemas sometidas a los mismos en comparacién con el control
(sin tratamiento). Los porcentajes de brotacién de las yemas sometidas a estos
tratamientos variaron entre 89,5 (control) y 40,5. La brotacién en estufa a 40°C,
no afecta la posterior brotacion de las yemas pero los tratamientos
hidrotérmicos disminuyen el porcentaje de brotacion en mas del 50 % (Figura
22). Ramgareeb et al. (2010) no encontraron diferencias en la brotacion de
yemas entre el tratamiento control y la inmersidén en agua caliente a 50°C

durante 40 minutos, lo que sugiere que el tiempo de inmersién puede ser el
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causante del efecto, en nuestro estudio el tiempo utilizado ha sido superior (1 h

y 3 h).
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Figura 22. Porcentaje de brotacidon de yemas de acuerdo con el tratamiento térmico aplicado. Sin T=sin

tratamiento térmico, 400C10d=40°C durante 10 dias, 500C1h=50°C durante 1 hora, 500C3h=50°C durante
3 horas

También se evalud la capacidad de regeneracién de los meristemos en las plantas
tratadas con termoterapia, comprobandose que los meristemos obtenidos a
partir de yemas brotadas regeneraban en porcentajes similares a los obtenidos
de las plantas no tratadas (Figura 23) En promedio se obtuvo regeneracién el
55,3 % de los meristemos. Este porcentaje refleja la dificultad para obtener
meristemos en cana de azlcar. Los dafios que se efectian en la extraccion del
meristemo son probablemente los causantes de estos porcentajes de

regeneracion.
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Figura 23. Porcentaje de regeneracion de plantas por cultivo de meristemos de acuerdo con el tratamiento
térmico aplicado. Sin T=sin tratamiento térmico, 400C10d=40°C durante 10 dias, 510C1h=50°C durante 1
hora, 500C3h=50°C durante 3 horas

4.4.6 Saneamiento de plantas infectadas con X. albilineans
El analisis de las plantas brotadas directamente de las yemas termotratadas y de
los meristemos obtenidos de estas indican que el cultivo de meristemos es
efectivo para obtener plantas libres de X. albilineans sin necesidad de realizar
tratamientos térmicos (Figura 24). Por otra parte, los porcentajes de planta
saneada obtenidos en los tratamientos que combinan termoterapia o
hidroterapia no superan a los obtenidos a partir de meristemos no tratados por

lo que se recomienda utilizar directamente este tratamiento.
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Figura 24. Porcentaje de plantas libres de X. albilineans luego de la aplicacion de los tratamientos térmicos
con y sin cultivo de meristemos. T1= control, T2= horno a 40°C durante 10 dias, T3= inmersion en agua a
51°C durante 1 hora, T4=inmersion en agua a 50°C durante 3 horas, T5= cultivo de meristemos, T6= horno
a 40°C durante 10 dias + cultivo de meristemos, T7=inmersion en agua a 51°C durante 1 hora + cultivo de
meristemos, T8= inmersidn en agua a 50°C durante 3 horas + cultivo de meristemos

De los resultados obtenidos sin cultivo de meristemos, el tratamiento 4 es el
unico efectivo para recuperar pantas no infectadas, si bien el porcentaje de éxito
es bajo, un 16,50 %. A pesar de ello es de gran interés considerar este resultado
ya que la obtencidén de meristemos requiere mano de obra mas especializada
para su realizacién exitosa y una infraestructura que no se requiere con este
tratamiento. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo difieren de los que
obtuvieron Guevara y Ovalle (2005), quienes no encontraron diferencias entre el
cultivo de meristemos y los tratamientos térmicos, pero si de estos con el
control, obteniendo en promedio 97,2 % de plantas sanas. Esta diferencia puede
deberse a errores de deteccidon en la metodologia DBIA, que utilizan estos
autores y que les esta proporcionando falsos negativos. La metodologia de PCR
como método de diagndstico utilizada en este trabajo pensamos que es mas

precisa para llevar a cabo este tipo de analisis.

4.4.7 Saneamiento de plantas infectadas con SCYLV
En cuanto al saneamiento de SCYLV, se han obtenido plantas libres de SCYLV en

todos los tratamientos efectuados con este fin (Figura 25). Aunque en la figura
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se muestra una variabilidad en los porcentajes de saneamiento, con excepcion
del control, podemos decir que todos son practicamente igual de efectivos para
eliminar el virus ya que como se vio anteriormente, los tratamientos térmicos
influyen disminuyendo el porcentaje de brotacion por lo que practicamente
todas las plantas que han brotado han resultado saneadas. Estos resultados
difieren con los reportados por Chatenet et al. (2001), quienes encontraron que
el tratamiento de 50°C durante dos horas no fue efectivo, mientras que
obtuvieron 92 % de plantas sanas a partir de cultivo de meristemos. Por otra
parte, nuestros resultados son similares a los reportados por Ramgareeb et al.
(2010) quienes obtuvieron 100 % de plantas sanas a partir de un tratamiento

combinado de termoterapia y cultivo de meristemos apicales.
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Figura 25. Porcentaje de plantas libres de virus de la hoja amarilla luego de la aplicacion de los
tratamientos térmicos con y sin cultivo de meristemos. T1= control, T2= horno a 40°C durante 10 dias,
T3= inmersién en agua a 50°C durante 1 hora, T4= inmersién en agua a 50°C durante 3 horas, T5= cultivo
de meristemos, T6= horno a 40°C durante 10 dias + cultivo de meristemos, T7= inmersidn en agua a 50°C
durante 1 hora + cultivo de meristemos, T8= inmersion en agua a 50°C durante 3 horas + cultivo de
meristemos

La facilidad de los tratamientos que no requieren el cultivo de meristemos vy los
porcentajes obtenidos indican que para obtener plantas libres de este virus, la
aplicacion de los tratamientos de termoterapia es suficiente y conveniente.
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4.5 Desarrollo de metodologias de cultivo in vitro para la conservacion y
propagacion de material saneado. Evaluacion de distintos factores parala
induccion de la regeneracion a partir de explantes de hoja en genotipos

de interés

La propagacion de plantas de reproducciéon vegetativa a partir de material
seleccionado y confirmado como libre de patégenos es fundamental para evitar
la propagacién de la enfermedad desde el inicio. La obtencion de materiales
saneados en el contexto de este trabajo, nos condujo a plantear su conservacion
y micropropagacion utilizando técnicas de cultivo in vitro. La micropropagacion
de plantas ofrece una tecnologia que permite la multiplicacién a gran escala, la
conservacion in vitro por otra parte facilita el intercambio de materiales y es un
reservorio de germoplasma que puede introducirse en campo cuando se
requiera. Disponer de protocolos de regeneracién de plantas a partir de
explantes in vitro es una via de multiplicacion de germoplasma a gran escala bien
por la via organogénica o la embriogénica (Gisbert, 2011; Gisbert y Pico, 2015) a
la vez que es requisito para poder aplicar mejora biotecnolégica utilizando la
transformacién genética. También, este tipo de regeneracién puede utilizarse
para la obtencién de clones de manera masiva o en programas de seleccion de
mutantes o variantes somaclonales (Lackshmanan, 2005). Para la multiplicacion
de materiales, no pasar por una fase de callo es de interés puesto que esto puede
generar la aparicion de variantes somaclonales (Snyman et al., 2011; Singh et al.,
2008). Si bien, para otros procesos la aparicion de callo puede ser de interés para
conseguir regeneracion de novo. En este contexto se han estudiado distintos
factores que nos permitan establecer metodologias de regeneracion adventicia
gue puedan servir para iniciar una linea de mejora biotecnoldgica utilizando Ia
transformacion genética en CENGICANA.

4.5.1 Conservacion y propagacion de material saneado

Las plantas saneadas y comprobadas como libres de virus se mantienen in vitro
en medio de cultivo 1/2MS semisdlido con 0,3 mg/l de BAP y una temperatura
de 18°C (Figura 26). En este medio de cultivo se pueden mantener los genotipos
sin necesidad de subcultivo durante 90 dias. Puesto que la utilizacidon de estas
condiciones descritas en Snyman et al. (2011) han resultado adecuadas para
mantener el material realizando pocos subcultivos, se utilizard para la

conservacion de germoplasma. Una reduccion del azucar y la eliminacién de
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reguladores de crecimiento en el medio de cultivo se probaran para ralentizar el

crecimiento cuando aumente el numero de clones a conservar.

Figura 26. Variedades guatemaltecas de cafia de azucar en medio de cultivo para conservacion de
germoplasma

4.5.2 Induccion de la regeneracion a partir de explantes de hojas

La utilizacidn del regulador de crecimiento 2,4-D en combinacién con KIN o ANA
ha sido utilizada para inducir la regeneracién adventicia en explantes de hoja de
cafia de azUcar (Ramanand y Lal, 2004; Behera y Sahoo, 2009; Khan et al., 2009)
En estos trabajos, al igual que ocurre en otros cultivos, el genotipo ha resultado
ser un factor determinante en la regeneracion, y por ello la necesidad del ajuste
de condiciones adecuadas para cada material. En este trabajo se ha tomado
como referencia el de Franklin et al. (2006) que publicaron que la induccién con
2,4-D (3,0 mg/l) durante 8 dias en oscuridad y la posterior transferencia a luz con
BAP (0,1 mg/l) + ANA (0,1 mg/l) lograba la regeneracion directa que es adecuada
cuando queremos llevar a cabo la micropropagacién. En primer lugar se
comprobd la posible influencia de la posicién del explante en la regeneracién que
ha sido reportada por Lakshmanan et al. (2007), asi como la influencia de las
auxinas AIB o ANA en el enraizamiento y posterior transferencia de las plantas
regeneradas. Tomando como base este medio se ha evaluado distintas
combinaciones de los reguladores de crecimiento (BAP, KIN y ANA) para
determinar cual es la concentracion y/o combinacion mas adecuada en nuestros

genotipos. Por otra parte, se realizd un estudio para determinar la influencia de
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la concentracién de 2,4-D en la formacion de callo y la regeneracién de distintas
variedades. Como se ha comentado anteriormente la formacidn de callo también
puede ser de interés en otras aplicaciones relacionadas con el cultivo in vitro

como la obtencion de variantes.

4.5.3 Influencia del tipo de explante (parte basal o distal de la hoja)

y del genotipo en la regeneracién

En este estudio se evaluaron 12 variedades de CENGICANA, algunas de reciente
liberacion y otras en fases experimentales avanzadas. En la regeneracién de
plantas a partir de explantes foliares, Shiromani et al. (2011) utilizaron secciones
hasta 4 cm por arriba del meristemo apical con buenos resultados, sin embargo,
Taparia et al. (2012) utilizaron secciones hasta 10 cm por arriba. En nuestro
estudio utilizamos secciones de hasta 10 cm y los dividimos en dos secciones de
5 ¢cm cada una para evaluar el efecto de la posicion del explante respecto a su

distancia del meristemo apical (Figura 27).

La posicion del explante (parte basal o distal) si influye en el porcentaje de
regeneraciéon (Cuadro 17): los explantes basales han mostrado una mayor
respuesta tanto para el porcentaje de explantes con regeneracion (78,7 % vs.
70,6 %) como en el nimero de plantas regeneradas por explante (6,8 vs. 4,3) y
en la eficiencia de regeneracion de plantas (5,6 vs. 3,3). Este ultimo parametro
es de interés pues incluye a los dos anteriores (producto). Los resultados
obtenidos confirman los reportados por Lakshmanan et al. (2007) quienes
encontraron que en el cilindro foliar existe un gradiente de regeneracién que
disminuye gradualmente del extremo basal al distal, tanto en la produccién de

brotes adventicios, como en la embriogénesis somatica.
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Figura 27. Regeneracidon de plantas a partir de explantes de hojas (a) desinfeccién de apices con
hipoclorito de sodio (b) cilindro foliar arriba de la primera yema (c) obtenciéon de discos foliares (d) discos
foliares en medio de induccién con 3 mg/l de 2,4-D (e) formacion de yemas adventicias y/o embriones
somaticos (f) plantas regeneradas a partir de explantes de hojas.

La capacidad de regeneracién como era esperable difirid entre genotipos
variando entre 56,7-86,7 % a los 45 dias de cultivo (Cuadro 18). Es destacable
gue todos los genotipos estudiados han regenerado en este medio de cultivo con
frecuencias superiores al 50 %, lo que implica que es un medio de partida
adecuado para nuestros objetivos. En el trabajo de Lakshmanan et al. (2006) por
ejemplo, de 12 variedades australianas evaluadas, solo regeneraron 5y con bajas
frecuencias entre 2,8 % y 28,9 % cuando sembraron los discos de hoja en medio

de regeneracion MS con 1 mg/l de BAP y 2 mg/| de ANA.

Contrario a la reportado por Franklin et al. (2007) quienes no encontraron
diferencia en las respuestas a la regeneracién de plantas en 6 variedades
desarrolladas en India, las 12 variedades analizadas en nuestro trabajo si
mostraron diferencias en su respuesta al porcentaje de regeneracion, tanto a los

35 como a los 45 dds y en el resto de pardmetros evaluados (nimero de plantas
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por explante y eficiencia). Este resultado es esperable al haber ensayado un
mayor numero de variedades y ser la regeneracién un cardcter altamente

dependiente del genotipo.

Cuadro 18. Porcentaje de regeneracidon de plantas, nimero de plantas por explante y eficiencia de
regeneracion para cada factor, variedad y posicidn del explante.

Regeneracion (%)

Plantas por Eficiencia de

Factor 35 dds? 45 dds explante regeneracion (%)°
Variedad
CG98-10 66.17 a 86.67 a 13.52a 11.88 a
CG03-025 44.40 a 83.33a 4.40c 3.69d
CG03-98 48.08 a 82.22a 4.13c 3.57d
CG03-240 50.93a 82.22a 5.52b 4.56 c
CG98-78 53.72a 82.16 a 7.76 b 6.40 c
CG02-163 58.58 a 78.89 a 11.97 a 9.51b
CG01-53 53.11a 76.66 a 4.62c 3.64d
CG98-46 28.61c 73.33a 3.44c 2.65d
CG03-104 39.55b 65.55 b 4.10c 2.93d
CG00-102 30.19¢ 64.72 b 3.02¢ 2.10d
CG03-256 3717 b 63.33 ¢ 2.92c 1.99d
CG00-033 31.49¢ 56.67d 1.46d 0.87 e
Posicion
Basal 48.14 a 78.69 a 6.82a 5.63a
Distal 42.20 a 70.60 b 432D 3.34b
ANDEVA®
Variedad * %k k k¥ k¥
Posicidn ns *ok HA HA
Var x Pos ns ns ns Ns

adds=dfas después de la siembra. °Es el producto de la multiplicacién regeneracién x plantas por explante.
Valores promedio dentro de cada columna separados por letras diferentes son significativamente

diferentes (p<0.05) de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan.
c*** *ynsindican significancia a p<0.001, p<0.05 y no significativo, respectivamente

En varios trabajos se ha demostrado el caracter cuantitativo de la capacidad de
regeneracion. Por ejemplo en tomate se han descrito hasta 6 QTLs implicados en
la regeneracion (Trujillo-Moya et al. 2011) por lo que es esperable que aquellas
variedades mas similares genéticamente muestren en un mismo medio
respuestas similares. En nuestro trabajo se ha podido mostrar por ejemplo
similar respuesta en las variedades CG03-104, CG03-240 y CG03-256 de similar

constitucién genética (hermanos completos).
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Las variedades en las que se obtuvo un mayor nimero de plantas por explante
fueron CG98-10 y CG02-163 con 11,9 y 13,5 respectivamente, mientras que la
menor respuesta se obtuvo en la variedad CG00-033 con 1,5 plantas. Los rangos
obtenidos en el trabajo de Garcia et al. (2007), en un grupo de variedades
brasilefias varid entre 6,4 y 20,8 plantas por explante. En cuanto a la eficiencia
de regeneracién la variedad CG98-10 mostré una mayor eficiencia (11,88)
respecto al resto de variedades. En el otro extremo encontramos la variedad

CG00-033, con 0,87.

454 Evaluaciéon de distintas combinaciones de reguladores del

crecimiento en la multiplicacion de plantas

Se inicia este estudio con dos genotipos de interés y confirmados como libres de
patégenos: CG98-10 y CG02-163, que son dos variedades comerciales de
reciente liberacion que en el ensayo anterior mostraron buenas eficiencias de

regeneracion.

Los resultados obtenidos al analizar los 19 tratamientos y las dos variedades, con
relacion al numero de plantas propagadas en el proceso de cultivo in vitro y su
altura promedio, se presentan en el Cuadro 19. Los tratamientos con mayor
respuesta produjeron entre 9,39y 12,25 plantas en 45 dias, a partir de una planta
inicial, mientras que el control absoluto (brotacién en medio sin reguladores de

crecimiento) solamente produjo 3,82 plantas.

En cuanto a la altura que muestran las plantas a los 45 dias de cultivo también
difiere entre tratamientos, aunque en todos ellos se consigue un tamafio igual o
superior al que se obtiene en medio control y es suficiente para transferir las
plantas a enraizar. En este pardmetro también se ve la influencia negativa de un
exceso de reguladores. En promedio, las plantas micropropagadas de la variedad
CG02-163 muestran mayor altura (2,47 cm) que las de la variedad CG98-10 (con
1,84 cm).
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Cuadro 19. Efecto de los 19 tratamientos evaluados y las dos variedades sobre el nimero y altura de
plantas obtenidas en el proceso de multiplicacion in vitro.

Factor NP? AP
Genotipo
CG02-163 10,51 a 2,47 a
CG98-10 8,70 b 1,84b
Tratamiento BAP KIN ANA
1 0 0 0 3,82f 1,87d
2 0,3 0 0 11,67 a 2,24 a
3 0,3 0,1 0,01 12,17 a 2,52a
4 0,3 1 0 11,03 a 2,33a
5 0,3 0 0,01 8,28d 2,25a
6 0,3 0,1 0 8,78 c 2,32a
7 0,3 1 0,01 12,25a 2,32a
8 0,9 0 0 11,06 a 2,15a
9 0,9 0,1 0,01 10,72 a 2,25a
10 0,9 1 0 9,28 b 2,00b
11 0,9 0 0,01 10,61 a 2,02b
12 0,9 0,1 0 8,44d 191c
13 0,9 1 0,01 10,83 a 2,36a
14 2,7 0 0 8,78 ¢ 2,14 a
15 2,7 0,1 0,01 9,39 a 2,23 a
16 2,7 1 0 7,50e 1,83 e
17 2,7 0 0,01 9,00 ¢ 2,06b
18 2,7 0,1 0 9,89 a 2,09b
19 2,7 1 0,01 9,06 c 2,00 b
ANDEVAP
Tratamiento kK *E
Variedad kK ok
Tratamiento x Variedad ns Ns

2NP= nUmero de plantas por explante, AP= altura de planta, para cada factor, tratamiento, genotipo
y tratamiento x genotipo. Valores promedio dentro de cada columna separados por letras diferentes

son significativamente diferentes (p<0.05) de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan.

bkk* ** y nsindican significancia a p<0.001, p<0.01 y no significativo, respectivamente

El efecto del genotipo en la capacidad de regeneracion se ha podido observar a
pesar de utilizar dos variables. La variedad CG02-163 mostré tener mayor
capacidad de propagacién (10,51 plantas en promedio) en comparaciéon con
CG98-10 (8,70 plantas). Kaur et al. (2008) también encontraron efecto del

genotipo en la propagacion de brotes en las variedades ColJ83, CoJ85 y Co89003.
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En comparacion con este trabajo, nuestras variedades han mostrado una mayor
tasa de multiplicacidén para un mismo periodo de tiempo. La respuesta obtenida
con ambas variedades es alta pero no es mejor que la obtenida en el ensayo
anterior en la que se utilizé la menor concentracion de BAP de las ensayadas en
este trabajo. El aumento de la concentracion de BAP en vez de promover la
formacién de un mayor nimero de tallos, no ha modificado la respuesta
(concentracion de 0.9) o ha provocado el efecto contrario en la concentracién de
2,7 (Cuadro 20). Tampoco la adicién de KIN o ANA en las concentraciones

estudiadas ha mejorado la respuesta regenerativa en estas variedades.

Cuadro 20. Efecto de los reguladores de crecimiento evaluados sobre el nimero y altura de plantas
obtenidas en el proceso de multiplicacion in vitro y su altura promedio.

Factor NP? AP
BAP
0,3 10,70 a 2,33a
0,9 10,16 a 2,11b
2,7 8,94 b 2,06b
KIN
0 9,90 a 2,223
0,1 9,90 a 2,14 a
1,0 9,99 a 2,143
ANA
0 10,26 a 2,22 a
0,01 9,60 a 2,11a
ANDEVAP
KIN ns Ns
ANA ns Ns
BAPxKIN ns Ns
BAPxXANA ns Ns
KINXANA * Ns
BAPXKINXANA ns Ns

2NP= nUmero de plantas por explante, AP= altura de planta, para cada factor y sus interacciones
Valores promedio dentro de cada columna separados por letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0.05) de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan.

bksksk k% %y nsindican significancia a p<0.001, p<0.01, p<0.05 y no significativo, respectivamente

Enraizamiento de plantas in vitro y su supervivencia al trasplante

Con las plantas obtenidas en el tratamiento 0,3 mg/| de BAP se estudié en ambas
variedades (CG98-10 y CG02-163) la influencia de las auxinas AIB y ANA a las

concentraciones de 2, 4 y 6 mg/l en las variedades El nimero medio de raices
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que formaron las plantas cultivadas in vitro en estos medios, asi como su longitud

media se presentan en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Numero de raices, longitud de raices y sobrevivencia al trasplante por variedad, concentracion,
regulador y tratamiento

Factor NR? LR ST
Variedad
CG98-10 7.57 a 0.90a 31.64a
CG02-163 7.10a 0.51b 586b
Concentracidn
(mg/l)
6 11.56a 0.38c 27.34a
4 9.55b 0.47b 24.22a
2 6.40c 0.54b 16.41b
0 1.83d 1.43a 7.03 ¢
Regulador
AlB 7.93a 0.97a 33.2a
ANA 6.74b  0.44b 43b
Concentracion
Tratamiento Variedad (mg/1) Regulador
1 CG02-163 0 AIB 1.55f 0.84b 0.00e
2 CG02-163 2 AIB 6.20d 0.76 ¢ 9.38d
3 CG02-163 4 AIB 10.5b 0.47d 15.63d
4 CG02-163 6 AIB 13.3a 0.37e 12.5d
5 CG02-163 0 ANA 0.80g 0.74c 9.38d
6 CG02-163 2 ANA 5.15e 0.31e 0.00e
7 CG02-163 4 ANA 8.85¢ 0.33e 0.00e
8 CG02-163 6 ANA 10.45b 0.30e 0.00e
9 CG98-10 0 AIB 2.90f 3.04a 18.75d
10 CG98-10 2 AIB 7.35¢ 0.79b 46.88c
11 CG98-10 4 AIB 10.40b 0.79b 71.88b
12 CG98-10 6 AIB 11.25b 0.69c 90.63a
13 CG98-10 0 ANA 2.05f 1.10b 0.00e
14 CG98-10 2 ANA 6.90d 0.32e 9.38d
15 CG98-10 4 ANA 8.45¢ 0.28e  9.38d
16 CG98-10 6 ANA 11.25b 0.18e 6.25d
ANDEVAP
Variedad ns kK *A
Concentracién
Regulador 3k k% %k %k k 3k %k %
Tratamiento ns ok rAx

2NR= numero de raices, LR= longitud de raices, ST= sobrevivencia al transplante, para cada factor,
variedad, concentracion, regulador y tratamiento. Valores promedio dentro de cada columna
separados por letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05) de acuerdo a la prueba
de rango multiple de Duncan.

bk** v nsindican significancia a p<0.001, y no significativo, respectivamente
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El nimero medio de raices fue superior en los medios con auxina, siendo la
variedad CG02-163 en el medio AIB en una concentracion de 6 mg/l la que
presentd el mayor niumero de raices, 13,3 (Figura 28). El acido indolbutirico con
7,93 en promedio, fue mas eficiente en la induccidon de raices que el acido
naftalenacético que produjo 6,74 y la concentracion de 6 mg/I de las auxinas fue
la que mostré mayor numero de raices, con 11,56. En cambio, la longitud de
raices fue superior en los medios sin auxina o con bajos niveles de auxina. A
diferencia de la variable numero de raices, el genotipo si afectd
significativamente la longitud de raices, siendo la variedad CG98-10 la que
mostré la mayor longitud radicular, con 0,90 cm, en comparacién con la variedad
CG02-163 cuyas raices tuvieron una longitud promedio de 0,51 cm. El tipo de
auxina utilizado también influydé significativamente en la longitud de raices,
siendo el AIB la auxina que mostré mayor longitud radicular con 0,97 cm en
promedio, mientras que el ANA presentd 0,44 cm. Al contrario del niumero de
raices, la mayor longitud promedio, 1,43 cm, se obtuvo cuando no se agregaron
auxinas al medio. La mayor sobrevivencia de plantas en el trasplante se obtuvo
en la variedad CG98-10 cuyas raices se formaron en medio con 6 mg/l de AIB.
Con relacion a los genotipos, la supervivencia fue mejor en la variedad CG98-10
con 31,64 %, mientras que solo 5,68 % en CG02-163. Estos porcentajes de
supervivencia son bajos y probablemente se deba a que en esta ocasién se
trasplantaron individualmente las plantas, mientras que en afios anteriores se
trasplantaba un conglomerado. Las mayores concentraciones de auxinas (6 y 4
mg/l) resultaron en mayor supervivencia al trasplante, con 27,34 % y 24,22 %,
mientras que de los dos reguladores, el AIB tuvo mayor supervivencia con 33,2
% en comparacion con 4,30 % del ANA. Estos resultados nos indican que la mayor
supervivencia no ocurre con la mayor longitud de raices sino con mayor nimero
de ellas y que esta respuesta también depende del genotipo. Similar tendencia
obtuvieron en sus resultados Rashid et al. (2009) en el enraizamiento de plantas

in vitro de la variedad HSF-240 con AlB.
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Figura 28. Respuesta al enraizamiento en la variedad CG02-163 con acido indolbutirico (AIB) y acido
naftalenacético (ANA) en tres concentraciones y el control.

4,55 Efecto de la concentracion de 2,4-D

En este estudio como el de la seccion anterior, se utilizaron las variedades CG98-
10 y CG02-163 por ser los genotipos que mostraron mayor respuesta en la
regeneracién de plantas a partir de segmentos de hoja. La regeneracion de
plantas se obtuvo en un medio de cultivo MS sin reguladores de crecimiento,
luego de la induccidn de los explantes con diferentes concentraciones de 2,4-D.
Segun Lakshmanan (2006), Ho y Vasil reportaron en 1983 que una concentracion
tan baja como 0,5 mg/l de 2,4-D es suficiente para una maxima induccion de callo
embriogénico, sin embargo, es mas frecuente la utilizacién de 3 mg/| (Garcia et
al., 2007; Taparia et al., 2012). En nuestro estudio evaluamos un rango entre 1y
4 mg/l de 2,4-D, encontrando que los mayores porcentajes de regeneracion se
obtuvieron en la variedad CG02-163 en medios de cultivo con concentraciones
de 2,4-Dde 2,3y 4 mg/ly lavariedad CG98-10 en el medio con 3 mg de 2,4-D/I

(Cuadro 22). Se muestra también que las concentraciones de 2, 3 y 4 mg de 2,4-
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D/| tienen los porcentajes mas altos de regeneracion y que sin la induccion de
esta auxina no se produce regeneracion de plantas como lo muestra el resultado
del control sin 2,4-D. Se pudo observar, como se muestra en la Figura 29, que las
concentraciones de 1 y 2 mg/l regeneraron plantas de forma directa, mientras
que las concentraciones de 3 y 4 mg/l regeneraron plantas tanto por la via directa
como indirecta. Estos resultados confirman que un pretratamiento con 2,4-D a
una concentracién de 3 mg/l durante mas de 8 dias da origen a la formacion de
callo, como reportaron Franklin et al. (2007). El genotipo también influyé sobre
el porcentaje de explantes con regeneracion, siendo la variedad CG02-163 la que

mostré la mayor respuesta.

El Cuadro 22 también muestra que, en cuanto al nimero de plantas regeneradas
por explante, los tratamientos mostraron una influencia significativa. La variedad
CG98-10 combinada con 1, 2 y 3 mg de 2,4-D/| tuvo una mayor respuesta,
mientras que la variedad CG02-163 tuvo la menor respuesta, sin importar la
concentracion del regulador. Por el contrario, la concentracién de 2,4-D no
mostré efecto sobre el nUmero de plantas regeneradas por explante. Shiromani
et al. (2011) tampoco encontraron diferencias en la regeneracion de plantas al
evaluar concentraciones de 2,4-D entre 1 y 3 mg/l en la variedad Q208. La
variedad mostro un efecto significativo sobre el nimero de plantas regeneradas
por explante, siendo la variedad CG98-10 la que mostré una mayor respuesta,
con 21,3 plantas, en comparacion con la variedad CG02-163 que regenerd en

promedio 4,4 plantas por explante.
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Cuadro 22. Porcentaje de regeneracion de plantas, plantas por explante y eficiencia de la regeneracion
por variedad, en un medio sin reguladores de crecimiento, luego de la induccién con diferentes
concentraciones de 2,4-D en dos variedades

Factor Regeneracion (%) Plantas por explante Eficiencia?
Variedad
CG98-10 4534 b 21.32a 12.38a
CG02-163 56.00 a 4.41b 3.33b
Concentracidn
0 0.00c 0.00b 0.00c
1 52.36b 14.82 a 8.17b
2 65.66 a 16.20a 9.99a
3 72.96 a 18.75a 13.00 a
4 62.37 a 14.54 a 8.13b
Variedad x concentracion
Variedad Concentracién
CG02-163 0 0.00e 0.00d 0.00e
CG02-163 1 52.00c 2.40c 1.37d
CG02-163 2 7133 a 6.28 c 477 c
CG02-163 3 78.67 a 5.08 ¢ 4.02¢
CG02-163 4 78.00 a 8.29¢ 6.50 ¢
CG98-10 0 0.00e 0.00d 0.00e
CG98-10 1 52.72c 27.24 a 14.96 b
CG98-10 2 59.98 b 26.12 a 15.20b
CG98-10 3 67.26 a 3242a 2197 a
CG98-10 4 46.74d 20.84 b 9.77b
ANDEVAP
Variedad k3 *k ok ¥k k
Concentracién rokx HAK HoEx
Variedad x concentracion * rkx kX

Valores promedio dentro de cada columna separados por letras diferentes son significativamente

diferentes (p<0.05) de acuerdo a la prueba de rango multiple de Duncan.
2Es el producto de la multiplicacion regeneracidn x plantas por explante.

bksksk sk * indican significancia a p<0.001, p<0.01 y p<0.05, respectivamente
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Figura 29. Regeneracién de plantas en discos foliares cultivados con diferentes concentraciones
de 2,4-D. (A) Control (B) 1 mg/l (C) 2 mg/l (D)3 mg/ly (E) 4 mg/l.

La eficiencia de regeneracidn varié entre los tratamientos evaluados. Puede
observarse que la variedad CG98-10 combinada con 3 mg de 2,4-D/| presenté la
mayor eficiencia de regeneracion de plantas (21,9). Las menores eficiencias
fueron para la variedad CG02-163 en combinacién con cualquier concentracion
de 2,4-D. En el Cuadro 21 se muestra ademas, el efecto que tuvo la concentracion
de 2,4-D sobre la eficiencia de regeneracion de plantas, siendo las
concentraciones mas eficientes, 2 y 3 mg/l. Las mejores concentraciones en
nuestro estudio concuerdan con las reportadas por Franklin et al. (2007), Garcia
et al. (2007) y Snyman et al. (2011). La eficiencia de regeneracién de plantas
también se vio influida por el genotipo, siendo la variedad CG98-10 la mas
eficiente, con 12,3 plantas regeneradas por explante sembrado, en comparacién

con CG02-163 que regenerd 3,3.
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En este trabajo se ha aplicado y desarrollado distintas tecnologias con el fin de introducir
la biotecnologia en los programas de mejora de cafia de azlcar que se llevan a cabo en
Guatemala. Las conclusiones que se desprenden de las actuaciones realizadas son las

siguientes:

1. Los marcadores tipo microsatélite CV29, CV37 y CV38 resultaron utiles para
iniciar la evaluacién de la diversidad genética de 204 variedades de cana de
azucar de la colecciéon de germoplasma de CENGICANA. Se obtuvo un
coeficiente de diversidad promedio de 0,37. El rango de variacién en la
poblacion fue de 0,50-0,90. Este resultado es de interés pues indica la
existencia de variabilidad que se suponia escasa teniendo en cuenta que el
73,04 % de las variedades tienen la misma procedencia (Canal Point, Estados
Unidos). Tomando 0,63 como coeficiente maximo de similitud se separaron

20 grupos que se utilizaron como referencia en la planificacién de cruzas.

2. La utilizacion del marcador molecular R12H16 determind la presencia del
alelo Brul de resistencia a Roya Marrén en 77 de las 304 variedades
analizadas (25 %). El fenotipado llevado a cabo en 4 anualidades y dos
localidades distintas, indico que la presencia de este alelo se correlaciona con
resistencia a la enfermedad pero que la ausencia de éste no es indicativa de
susceptibilidad. El resultado obtenido indica una alta probabilidad de la
presencia en este germoplasma de otra u otras fuentes de resistencia.
Disponer en la coleccidon de distintas fuentes de resistencia es de gran interés
pues su utilizacién minimiza el riesgo de aparicion de patdgenos que superen

la resistencia.

3. De las 22 cruzas realizadas durante dos anualidades teniendo en cuenta la

informacién obtenida en los objetivos anteriores se seleccionaron:

o En la primera anualidad, familias que mostraron entre un 2,3-2,5 % mas

Brix que el control. En la segunda tanda de cruzamientos, descendencias
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con valores promedio de 24,8 y 23,3 de Brix siendo elevados también la
altura y n? de tallos obtenidos en el primero y, el didmetro de la caia en

el segundo.

De todas las progenies ensayadas cabe destacar las de dos cruzas de la
segunda anualidad que mostraron un bajo porcentaje de plantas
infectadas con los distintos patégenos, incluyendo la roya naranja que ha
afectado hasta el 100% de las plantas control en una de las anualidades.
Las plantas F1 del cruzamiento n2 5 de la primera tanda y el n2 6 de Ia
segunda, ambos con buen rendimiento en Brix, mostraron alta tolerancia
al mosaico y a la roya naranja, respectivamente. Los dos parentales del
cruce n2 8 también seleccionado por Brix, son portadores del alelo Brul.
Por lo tanto, todas estas poblaciones F1 han sido seleccionadas para

continuar con el programa de mejora.

4. La propagacién vegetativa de materiales seleccionados con patégenos en estado

latente es una de las principales vias de propagacién de enfermedades. En este

contexto:

o

Se ha confirmado la presencia de materiales infectados con
Xanthomonas albilineans utilizando la técnica DBIA y la técnica PCR
siendo mas eficiente la segunda. La amplificacién de cDNA a partir de
ARN virico permitio confirmar la presencia del virus de la hoja amarilla en
84,70 % de las muestras. Las muestras con sintomas que no amplificaron
el virus podrian estar infectadas por el fitoplasma del amarillamiento.

La prospeccidn realizada al azar en distintas zonas de cultivo ha indicado
una baja incidencia de X. albilineans (7 %) y una alta incidencia (33 %) del
virus del amarillamiento que ha sido mayor en zonas mas frias.

En la secuenciacién de un fragmento del gen de la albicidina de X.
albilineans se ha identificado 2 SNPs. Esto podria indicar de manera
preliminar la presencia en Guatemala de al menos dos cepas de la

bacteria.
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©)

Entre los distintos tratamientos de termoterapia en combinacidon o no
con el cultivo de meristemos utilizados para obtener materiales saneados
se ha determinado que el mas eficiente para materiales infectados con
Xanthomonas albilineans es el cultivo de meristemos mientras que la
termoterapia es suficiente para obtener materiales libres del virus de la

hoja amarilla.

5. Puede afirmarse que contamos con una metodologia para la conservacién vy

propagacion in vitro de germoplasma de cafia de azUcar asi como de protocolos

gue permiten la induccidn de la regeneracién adventicia a partir de explantes de

hoja. En los ensayos realizados se ha podido determinar:

o

La adecuacion del medio de cultivo utilizado para la conservacion in vitro
del germoplasma saneado.

La influencia del genotipo y el tipo de explante en la capacidad de
regeneracion.

La adecuacién del regulador de crecimiento BAP en concentraciones de
0,3 mg/I para la multiplicacién de material.

Una respuesta diferencial segun el tipo de explante, siendo mas eficiente
para la regeneracion adventicia el disco de hoja basal.

Una mejor respuesta de las plantas para enraizar cuando se utiliza el
acido indolbutirico (6 mg/l).

La posibilidad de obtener regeneracidn directa o indirecta al utilizar en el
medio de induccién distintas concentraciones del regulador de

crecimiento 2,4-D.

Los protocolos de regeneracién adventicia desarrollados pueden
utilizarse para aumentar la tasa de multiplicacién y son la base para poder

aplicar otras técnicas biotecnolégicas como la transformacidn genética.
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Anexo 1. Evaluacidn fenotipica de la enfermedad roya marrén en 304 variedades de cafia de azlcar en
dos localidades durante los afios 2008, 2011, 2013 y 2014. Las casillas de los afios 2008 y 2011 reunen la
informacion de las dos localidades.
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