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EDITORIAL

“BIOTECNOLOGIAEN VENEZUELA:
UNA ESTRATEGIAPARA GARANTIZAR
LASEGURIDAD ALIMENTARIA”

La investigacion y el desarrollo de la biotecnologia en Venezuela han
venido emergiendo en los Gltimos afios en forma dispersa, a partir de
iniciativas gubernamentales y no gubernamentales. Sin embargo, esta
actividad no ha tenido la relevancia e impacto deseables, en consecuencia,
se plantea la imperiosa necesidad de interconectar y vincular a todos los
actores del proceso biotecnoldgico y asi potenciar su efecto en solucionar
problemas especificos y mejorar la calidad de vida de los venezolanos.

En Venezuela la Seguridad Alimentaria es una prioridad de Estado y
tiene rango constitucional ya que el Articulo 305 de la Constitucion
plantea: “El Estado promoverd la agricultura sustentable como base
estratégica del desarrollo rural integral a fin de garantizar la seguridad
alimentaria de la poblacion; entendida como la disponibilidad suficiente
y estable de alimentos en el &mbito nacional y el acceso oportuno y
permanente a éstos por parte del publico consumidor. La seguridad
alimentaria se alcanzara desarrollando y privilegiando la produccion
agropecuaria interna, entendiéndose tal la proveniente de las actividades
agricola, pecuaria, pesquera y acuicola. La produccion de alimentos es
de interés nacional y fundamental para el desarrollo econémico y social
de la Nacién. A tales fines, el Estado dictara las medidas de orden finan-
ciero, comercial, transferencia tecnoldgica, tenencia de la tierra, infra-
estructura, capacitacion de mano de otra y otras que fueran necesarias
para alcanzar niveles estratégicos de autoabastecimiento.

El plan de desarrollo econémico y social de 2001-2007 establece como
un objetivo estratégico garantizar la seguridad alimentaria a través de
mejorar y ampliar los programas de formacion y capacitacion técnica 'y
empresarial poniendo el énfasis en la investigacion agropecuaria a nivel
de los centros e instituciones cientificas que realizan esta tarea.
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En esta direccion el Ministerio de Ciencia y Tecnologia (MCT) prioriza
el Programa de BIOTECNOLOGIA para contribuir a conformar redes
que vinculen a los investigadores y centros de investigacion en un
esfuerzo de identificar potencialidades para crear sinergias y contribuir
con el objetivo de garantizar seguridad alimentaria. Por esto el MCT
apoya la creacion y consolidacion de redes de actores como una estrategia
exitosa para el intercambio de informacidn y el consenso de politicas
publicas. Igualmente apoya la creacion de postgrados nacionales en
biotecnologia con la participacion de los institutos de investigacion y
universidades que trabajan en el area de biotecnologia.

En consecuencia, la reactivacion de la REDBIO-FAO, Capitulo
Venezuela se inscribe en las lineas prioritarias del MCT, ya que busca
ademas optimizar los esfuerzos de investigadores y otros actores del
circuito agroalimentario. La REDBIO-FAQ es un foro técnico para apoyar
la consolidacion de la biotecnologia como una opcion viable para
dinamizar la agricultura en el pais. En este contexto se organizaron los
eventos de REDBIO Venezuela en el 2003 en el IDEA, y en Maracay en
el 2005. La REDBIO/FAO-Venezuelay el Ministerio de Cienciay Tecno-
logia (MCT) a través de sus organismos adscritos (IDEA, INIA, IVIC),
conjuntamente con las Universidades Nacionales (UCV, UNESR, UCLA,
UDO, ULA, USB, LUZ, UNET, UNEG, UPEL, UNEY, UNEFM),
tuvieron a cargo la organizacién del “Encuentro Nacional 2005.

El tema central del Congreso fue “Biotecnologia en Venezuela: una
Estrategia para Garantizar la Seguridad Alimentaria”. EI Comité
Organizador y las Comisiones de Apoyo elaboraron un conjunto de
actividades orientadas a generar discusion, intercambio y transferencia
de informacion, que permitieron la evaluacion del quehacer cientifico y
tecnoldgico, asi como, proposicion de politicas de desarrollo y acciones
que constituyan alternativas para enfrentar los problemas de Soberania
Alimentaria en la Venezuela del mafiana.

La REDBIO-Venezuela se propone agrupar todas las instituciones y em-
presas que desarrollan biotecnologia agroalimentaria en nuestro pais,
para proporcionar a tal efecto el ambiente necesario que promueva la
generacién de conocimiento, el desarrollo productivo, el uso racional de
la biodiversidad y que contribuya a la modernizacion e integracion de
esta importante actividad en el contexto nacional e internacional. Se
plantea impulsar el desarrollo de programas de biotecnologia agroali-
mentaria integrando a las instituciones lideres del pais, promoviendo
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sinergia entre la academia, la investigacion e industria, favoreciendo la
colaboraciony el permanente intercambio de conocimientos con organi-
zaciones internacionales. De esta forma, se busca mejorar la calidad de
vida de la sociedad en general y de las poblaciones en situacion critica
en particular.

La biotecnologia representa una esperanza para aumentar la disponi-
bilidad de alimentos de alta calidad y que ésta pueda llegar al inmenso
conglomerado humano y en especial aquellos que han quedado rezagados.
La biotecnologia debera ofrecer productos sanos y accesibles a la
poblacién més pobre y sin crear dependencias de las grandes empresas
transnacionales del agro. El reto es que se realicen las innovaciones y
que los agricultores de los paises pobres tengan acceso a ellas de manera
eficiente y de buena rentabilidad.

Y en el marco de este evento se propuso la edicion de un nimero especial
de Agronomia Tropical, como una manera de destacar, difundir y
divulgar la investigacion realizada en esta area en nuestro pais.
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DIAGNOSTICO DE CONGRUENCIA INTERNA
EN LA PERCEPCION DE LA BIOTECNOLOGIA
MODERNA: ENFOQUE MICRO-POLITICO
PARA EL CASO DE FUNDACION DANAC

Rodolfo J. Martinez H.*, Concetta E. Esposito de D.**
y Erika A. Arnao T.*

RESUMEN

Comunicar resultados relacionados con el uso de nuevas tecnologias (vg. biotecnologia
moderna-BM), atiende al cumplimiento de la mision de las organizaciones que las
emplean, y forma parte de los estudios en percepcion publica (PP) recomendados en el
VI Taller de Indicadores en Cienciay Tecnologia de la Red Iberoamericana de Indicadores
de Ciencia y Tecnologia. Durante el 1V Taller de capacitacion del proyecto PNUMA/
FMAM para el marco nacional de biotecnologia en Venezuela (2005), dedicado a la PP
y educacion de la BM, se resalt6 la importancia que tiene la comunicacion social del
tema y las expectativas que genera en la sociedad los riesgos y beneficios en la apli-
cacion de la nueva tecnologia, buscandose asi el objetivo de transferir, manipular y
utilizar de forma segura los organismos modificados genéticamente. Este trabajo presenta
un diagnostico de congruencia interna de los donadores de informacion de un centro de
investigaciones agricolas denominado Fundacién DANAC (percepcion de actores), y
su expresion cualitativa mediante la teoria micro-politica de Ball (citado por Bardisa,
1997), como parte de una estrategia de gestién comunicacional interna. Los resultados
son: i) conformacion de grupo de opinion de 4 investigadores; ii) analisis de 7 criterios
para el desarrollo del enfoque implicito de la ciencia de la organizacion y iii) acuerdo en
2 componentes de actualizacion para mejorar el desempefio del proyecto de gestion
comunicacional.
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DIAGNOSIS OF INTERNAL CONGRUITY IN THE

PERCEPTION OF MODERN BIOTECHNOLOGY:

MICROPOLITICAL APPROACH FOR THE CASE
OF DANAC FOUNDATION

Rodolfo J. Martinez H.*, Concetta E. Esposito de D.**
y Erika A. Arnao T.*

SUMMARY

To communicate results related to the use of new technologies (e.g. Modern
bio-technology - MB), gives fulfillment to the mission of the organizations
that use them and it is part of the studies in public perception (PP)
recommended by the Ibero-American net of Indicators of Science and
Technology (VI Workshop of Science and Technology Indicator). During
the IV training workshop of PNUMA/FMAM project for the national frame
of bio-technology in Venezuela (2005), dedicated to the PP and MB
education, the importance that social communication has on this topic and
the expectations about risk and benefits that new technology applications
generates in the society were highlighted, with the aims of transferring, to
manipulating and to using genetically modified organisms in a sake manner.
This work presents a diagnosis of internal congruity of the information
donors of the agricultural research center called Fundacién DANAC (Actor's
perception), and its qualitative expression according to Ball's micro-political
theory (Mentioned for Bardisa, 1997), as a strategy of internal communi-
cation management. The results are: i) Conformation an opinion group of 4
researches, ii) analysis of 7 criteria for the development of the implicit
approach into the science of the organization science, iii) agreements in 2
update components to improve the performance of communication
management project.

Key Words: Communicational management; public perception of DANAC
investigators; modern biotechnology.
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INTRODUCCION

Las diatribas entre informacion y opinion en ciencia y tecnologia, entre
donadores y usuarios de informacion técnico-cientifica, han propiciado
su comprension con base en diversas disciplinas del conocimiento. Los
estudios sobre “comprension y actitudes del pablico respecto al desarro-
llo cientifico-tecnoldgico” se iniciaron en 1972 por iniciativa de la
National Science Foundation (Cruces y Vessuri, 2005). Ese estudio de
percepcion destaca la baja comprension que tiene el pablico en general
sobre los métodos de la ciencia.

Con relacion a los donadores de informacion técnica (aquellos usuarios
directos de los métodos cientificos), la Organizacion de Estados Ibero-
americanos ha promovido estudios que facilitan, paralelamente con la
sociologia, la educacion y la administracion como multienfoque, la
comprension del papel de éstos en la formalizacion del conocimiento
objeto de transferencia. Bardisa (1997) aporta para el analisis, la vision
de las empresas desde las percepciones individuales del sistema humano
que integra a la organizacion (enfoque micropolitico), hasta la estructura
formal de relacidn con el entorno (enfoque macropolitico).

Del entorno macro, el desarrollo del Marco Nacional de Seguridad de la
Biotecnologia en Venezuela (2005), como mandato desde la entrada en
vigor (12/09/03) del Protocolo de Cartagena sobre la Seguridad de la
Biotecnologia (publicada en Gaceta Oficial N° 37 355 de fecha 2 de
enero de Ministerio de Ciencia y Tecnologia 2002). Especialmente los
talleres de marco juridico y de percepcion publica (PP) y educacion de
la biotecnologia moderna (BM), exigieron un compromiso de educar en
dos &mbitos: la formacion institucional o capacidad técnicay la formacion
ciudadana para el publico en general.

Michelangeli de Clavijo en el 2003 indica que en Venezuela, la capacidad
investigativa en PP de la BM, esta en los primeros estados de desarrollo:
“tenemos una sociedad sin experiencia respecto al tema biotecnolégico
gue se encuentra particularmente desinformada y con poca educacién en
el tema”.

El objetivo del trabajo es presentar un diagnéstico de congruencia interna
(entorno micro) de los donadores de informacion de un centro de investi-
gaciones agricolas (Fundacion para la Investigacion Agricola DANAC,
1986), organizacion no gubernamental (ONG) perteneciente al sector
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publico no estatal (segun clasificacion de Cunill Grau, 1995), y su
expresion cualitativa mediante la teoria micro-politica de Ball (Bardisa,
1997), como parte de una estrategia de gestion comunicacional de la
ONG. Ello apropiandose del concepto de “légica de accién” que relacio-
na a la dimension macro (legislativa, politica, social, econémica) con la
micro (relaciones, tensiones, conflictos, peculiaridades) y su influencia
en la toma de decisiones para la difusion de informacion sobre BM.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién cualitativa (estudio de caso) considera el esquema de
Hammersley (1987) citado por Rodriguez et al. (1996): 1) la adicion de
los conceptos como “verstehen’ o comprensién y la ‘l6gica de accion’
como elemento de relacion; 2) la aclaracién de conceptos en tecnologia
como BM, en comunicacién como PP, y entorno politico; 3) el desarrollo
y comprobacion de medidas con aplicacion de instrumento tipo encuesta
a investigadores en la ONG vy analisis de documentos de proyectos
DANAC vy de los talleres del proyecto PNUMA/FMAM (2003) y 4)
verificacion de la hipotesis de comprension micro-politica para la toma
de decisiones en el proyecto de gestion comunicacional. La metodologia
establecida en la encuesta fue aplicada al universo de investigadores
DANAC (10 personas), en dos afios distintos, con instrumento tipo
cuestionario. Descritos los aspectos gque se estudian, los resultados se
presentan en el Cuadro de comparacién de uso de BM, y se contrastan
con i) la conformacién de grupos de opinidn, ii) los criterios para el
desarrollo del enfoque implicito de la ciencia de la organizacion, y iii)
los componentes de actualizacién para mejorar el desempefio del proyecto
de gestion comunicacional.

RESULTADOS Y DISCUSION
El instrumento se aplicd a 10 personas (8 investigadores y 2 asistentes

de investigacion) de Fundacion DANAC (29.06.05), como complemento
del aplicado en 2003 a las mismas personas. Se us6 estadistica descripti-

1 Lacomprension en las ciencias sociales sirve para conocer el significado de las acciones, para
establecer analogias entre experiencias propias y sucesos externos.
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va para en analisis de los datos contenidos en el Cuadro “Respuestas
sobre el uso de BM obtenidas del instrumento comparadas con el uso
efectivo en los proyectos de investigacion DANAC”.

Los resultados del instrumento aplicado en 2003, indican incongruencia
en el uso de la BM al contrastarla con lo presentado en los proyectos
ejecutados para ese mismo periodo: 5 investigadores dicen usarla, pero
sblo 2 lo sefialan (1 en biotecnologia vegetal y 1 en mejoramiento
genético). Para 2005, por el contrario, 3 investigadores dicen usar BM y
4 lo muestran en sus proyectos. Hay congruencia inalterada en el tiempo
por parte de la unidad de biotecnologia vegetal, asi mismo, es congruente
lo demostrado por el resto de investigadores, quienes no la usan.

Los investigadores que sefialan su uso, estan conscientes de la utilidad
de la BM como herramienta que “mejora la eficiencia y eficacia de los
programas de mejoramiento...”. La discusion debe contestar si los
donadores de informacién en BM, han internalizado mediante su quehacer
cientifico, los usos y potencialidades de ésta, ponderando sus riesgos y
beneficios dentro de su actividad técnica, como parte de su formacién
institucional.

Estas conclusiones coinciden con lo expuesto por Diaz (2005): “...la
percepcion de la Biotecnologia Moderna esta asociada al area de
desempefio profesional, a las concepciones sobre la relacion de las
personas con la naturaleza, a la disponibilidad de informacion que incida
en el conocimiento, entendimiento y las opiniones...”, también coincide
con los planteamientos del Cédigo de bioética y bioseguridad del
Ministerio de Ciencia y Tecnologia, cuya compiladora fue la Soc. Eva
Bricefio (2002), donde insta a vincular la praxis con el manejo del riesgo.

CONCLUSIONES

Son agrupadas en tres aspectos:
Conformacion de grupos de opinién

i) La motivacién principal que estructura a los usuarios directos de la
BM (4 investigadores), es la ampliacion del uso de la tecnologia en
los proyectos futuros. Han obtenido financiamiento externo para tal
fin, y tal accion es autorizada por el cuerpo gerencial. Los resultados
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de tales actividades tienen un canal natural para ser comunicados, y
validados por agentes externos a la ONG.

ii) Criterios para el desarrollo del enfoque implicito de la ciencia de la
organizacion.

Perspectiva
micropolitica Manifestacion implicita en el analisis de textos de la ONG
enfoque explicito)

Poder Se reconoce como paso previo del uso de la BM, las considera-|
ciones que la gerencia de la ONG manifiesta en los proleg6-
menos de presentacion de informes de gestion anual 2002-2005.
Se ejerce autoridad.

Diversidad de metas | Este punto se convierte en 'coherencia de metas', especialmente
con los investigadores en mejoramiento genético para 2005. Se
destaca un esfuerzo en los investigadores en economia, calidad
y gestion tecnoldgica, de integrar el uso de BM en la gestion
interna de bioseguridad.

Disputa ideolégica Hay un manifiesto interés en el cuerpo de investigadores de
presentar resultados técnicos con neutralidad, sin increpar el
rezago legal venezolano en otros usos de la BM.

Conflicto No se encontraron contradicciones en la aplicacion de BM po
los donadores de informacion (investigadores), hay consenso en
usarla de manera extendida en los demas proyectos que se
emprendan.

Intereses La légica de accién que conecta lo macro en la ONG, ha impul-
sado el uso de la BM en los Gltimos 3 afios. La motivacion sobre
el uso controlado de BM, pas6 a formar parte de las herramientas|
de trabajo de todos los mejoradores.

Actividad politica La matriz de opinion interna sobre el uso de la BM, el grado de
coherencia actual, permite a la gerencia tomar la decision de
incorporarla como parte de los contenidos de una estrategia
comunicacional institucional.

Control Se esta desarrollando un acuerdo consensuado gerencia-investi-
gadores para liberar informacién con calidad, al pablico objetivo
de la ONG: informacién con contenido para cientificos, agricul-
tores y estudiantes (Escobar y Martinez, 2005).
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iii) Componentes de actualizacién para mejorar el desempefio del
proyecto de gestion comunicacional.

- El sub-sistema de aportantes o donadores de informacion técnica
sobre el uso de la BM, es considerado por el sistema de informacién
tecnoldgica de la ONG. Los principales acuerdos de difusion son:
la BM aplicada en la organizacion no incluye las técnicas de
transgénesis, la bioseguridad y los protocolos técnicos de ensayos
de prueba son parte de la informacion a suministrar, los resultados
son presentados como logros co-gestionados con los pares.
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EFECTO TERATOGENO DE LAAFLATOXINABL1
SOBRE EMBRIONES MURINOS

Pedro Cabrera*, Adriana Fernandez*, Thais Diaz*,
Pedro Bastidas*, Magaly Molina**,
Angélica Bethencourt* y Elias Ascanio*

RESUMEN

Las aflatoxinas son micotoxinas producidas por hongos del género Aspergillus, que
causan efecto carcindgeno en roedores adultos, ademas de dafios teratégenos en
embriones, posterior a la implantacién. Al someter ratones hembra donadoras de
embriones en estadios preimplantacionales a dos niveles de aflatoxina B1 (AFB1)
presentes en el alimento, se pudo evidenciar una reduccion marcada del grado de calidad
embrionaria en aquellos animales que consumieron el alimento con el mayor nivel de
AFBL1 (3,6 ppb), mientras que en las hembras donadoras en contacto con niveles menores
de AFBL1 (0,8 pph) se colectaron embriones con excelente grado de calidad morfoldgica.
A través del presente hallazgo se concluye que los altos niveles de AFB1 influyeron
negativamente en la calidad de embriones murinos producidos in vivo.

Palabras Clave: Embrion; murinos; aflatoxina.
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TERATOGENIC EFFECT OF B1 AFLATOXIN
ON MURINE EMBRYOS

Pedro Cabrera*, Adriana Fernandez*, Thais Diaz*,
Pedro Bastidas*, Magaly Molina**,
Angélica Bethencourt* y Elias Ascanio*

SUMMARY

Aflatoxins are mycotoxins produced by Aspergillus sp. This type of aflatoxin
causes a carcinogenic effect on adult rodents and a teratogenic effect on
embryos after implantation. Donor mice females consuming a high level
(3,6 ppb) of aflatoxin B1 (AFB1) had a marked reduction on embryo quality,
whereas those donors consuming a lower level (0,8 ppb) of AFB1, had
embryos with excellent quality. Based on these findings we conclude that
high levels of AFB1 (3,6 ppb) had a negative effect on the quality of murine
embryos produced in vivo.

Key Words: Embryo; murine; aflatoxin.
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son productos naturales de bajo peso molecular,
producidas como metabolitos secundarios por los hongos filamentosos
(Bennett y Klich, 2003), dentro de ellos destacan los del género
Aspergillus, cuyas dos especies A. flavus y A. parasiticus producen
aflatoxina (Diekman y Green, 1992). La AFB1 es generalmente conocida
como el mayor carcinégeno natural y el mas potente agente genotoxico
(Wang y Groopman, 1999). En roedores se ha comprobado la capacidad
de las micotoxinas de traspasar la barrera placentaria y de esta manera
llegar al conceptus, causando moderado retardo en el desarrollo fetal
(Poapolathep et al., 2004).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la influencia de dos niveles
de AFB1 en el alimento concentrado sobre la calidad embrionaria.

MATERIALES Y METODOS

Dos grupos de 30 ratones hembra virgenes de la cepa NIH, consu-
mieron alimento concentrado ad libitum con dos niveles de AFB1: 0,8 y
3,6 ppb, durante dos semanas antes de ser sometidos al protocolo de
superovulacion y colecta de embriones descrito por Kuleshova et al.
(2001). Los embriones colectados fueron clasificados morfologicamente
siguiendo los parametros descritos por Lidner y Wright en 1983.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el grupo de donadoras que consumieron alimento con 0,8 ppb de
AFB1 fueron colectados embriones de excelente calidad morfoldgica,
los cuales eran simétricos, esféricos, con células de tamafio, color y textura
uniforme, por el contrario las donadoras que consumieron mayores ni-
veles de AFB1 (3,6 ppb), presentaron un descenso en el grado de calidad
de los embriones, no observandose diferencia en el nimero de embrio-
nes colectados por donadora. Los embriones, presentaron cambios
degenerativos evidenciandose un citoplasma muy claro con puntillado
negruzco, sin ningln dafio aparente en la zona peldcida.

487



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL N° 4

En diferentes especies son aceptados bajos niveles de micotoxinas en el
alimento; sin embargo, la exposicién prolongada de ratones a 10 ppb de
AFB1 ocasiono retraso en la tasa de crecimiento asi como descenso en
los parametros reproductivos (Diaz y Rubio, 2004). El presente hallazgo
resulta de enorme interés, debido a los escasos estudios existentes del
efecto de micotoxinas sobre embriones murinos en estadios
preimplantacionales. Aunque los niveles de AFB1 encontrados en el
alimento no provocaron infertilidad, se puede inferir que los niveles pre-
sentes afectaron la calidad de los embriones, repercutiendo de esta ma-
nera en su viabilidad.
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EFECTO DEL NUMERO DE EMBRIONES
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MORFOLOGICAPOST VITRIFICACION
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RESUMEN

La técnica de criopreservacion de embriones por vitrificacion ha adquirido gran rele-
vancia a nivel mundial debido a lo fécil de su ejecucion, los reducidos costos requeridos
en equipos y, ademas por los altos niveles de viabilidad obtenidos post vitrificacion.
Con el objeto de determinar la influencia del nimero de embriones cargados en la pajuela
antes de la vitrificacion sobre la apariencia morfolégica inmediatamente después de la
misma, se utilizaron 4 tipos de cargado de la pajuela, 1, 2, 4 6 6 embriones por pajuela,
no evidenciandose influencia significativa (P>0,05) del tipo de cargado sobre la tasa de
recuperacion de embriones post vitrificacion, ni sobre la tasa de embriones morfolé-
gicamente normales y anormales, sin embargo, al vitrificar 4 embriones por pajuela se
presentaron numéricamente los mejores resultados.
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EFFECT OF THE NUMBER OF EMBRYOS
PER STRAW ON THE POST-VITRIFICATION
MORPHOLOGICAL VIABILITY OF MURINE

EMBRYOS OBTAINED in vivo
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Pedro Bastidas*, Magaly Molina**, Angélica Bethencourt*,
Isis Vivas*, Yuraima Reyes* y Freddy Sifontes***

SUMMARY

The technique of cryopreservation of embryos by vitrification has acquired
great relevance world-wide because of the easiness of the process, the low cost
of the equipment and the high levels of viability of the embryos after vitrification.
To determine the effect of the number of embryos per straw on the morphological
appearance, we used four different numbers of embryos per straw: 1, 2, 4 and
6, obtaining no effects (P>0.05) of the number of embryos on the rate of embryo
recovery after vitrification, or on the rate of normal embryos. However, the
best results were shown when 4 embryos per straw were used.
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INTRODUCCION

La vitrificacion se refiere al proceso fisico de solidificacion de una
solucion a bajas temperaturas sin la formacion de cristales de hielo. El
fendmeno puede ser considerado como un incremento extremo de la vis-
cosidad, que requiere de rapidas tasas de enfriamiento y calentamiento
(Vajta, 2000), el procesamiento de un elevado nimero de embriones por
pajuela a través de esta técnica criobioldgica reduce considerablemente
el tiempo de congelacion. El objetivo de este estudio fue determinar la
influencia del nimero de embriones por pajuela sobre la viabilidad
morfoldgica embrionaria post vitrificacion.

MATERIALES Y METODOS

Se escogieron ratones hembra virgenes de la cepa NIH, los cuales fueron
sometidos al protocolo de superovulacion y colecta de embriones descrito
por Kuleshova et al. (2001), escogiendo de dichas colectas los embriones
de calidad excelente siguiendo los parametros descritos por Lidner y
Wright (1983), dividiendo los embriones en 4 grupos, dependiendo del
namero de embriones alojados en cada pajuela (1, 2, 4 6 6 embriones por
pajuela), los cuales fueron sometidos a la técnica de vitrificacion pajuela
estirada abierta modificada (mOPS) sefialado por Lopez-Béjar y Lépez-
Gatius (2002). Finalmente, la apariencia morfoldgica embrionaria post
vitrificacion fue evaluada bajo microscopia de luz.

RESULTADOS Y DISCUSION

De 572 embriones murinos vitrificados fueron recuperados 533, no
encontrandose diferencia significativa entre los 4 tipos de cargado
(P>0,05). Con relacion al numero de embriones cargados por pajuelay
la tasa de embriones morfoldgicamente normales y anormales tampoco
se encontraron diferencias (P>0,05; Cuadro 1), resaltando el tipo de
cargado de 4 embriones por pajuela, el cual present6 la mayor tasa de
embriones morfolégicamente normales (92,0%) y la menor tasa de
anormalidades (7,9%). Estos datos difieren de lo sefialado por Kong et
al. (2000) y Cho et al. (2002), quienes resefian que el nimero de
embriones cargados por pajuela puede afectar significativamente la
viabilidad post calentamiento. En la investigacién el nimero de embriones
por pajuela no afectd significativamente la sobrevivencia morfoldgica
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en embriones murinos, sin embargo, se sugiere que el tipo de cargado de
4 embriones por pajuela numéricamente es el méas eficiente (ver Cua-
dro).

CUADRO. Numero (n) y porcentaje (%) de embriones murinos
morfolégicamente normales y anormales post vitrifi-
cacion en pajuelas cargadas con 1, 2, 4 y 6 embriones
por pajuela.

Embriones Embriones Embriones Embriones
por pajuela (n) recuperados (n) normales (n; [%0]) anormales (n; [%6])

1 42 37 (88,1) 5(11,9)

2 82 71 (86,5) 11 (13,4)

4 164 151 (92,0) 13 (7,9)

6 245 223 (91,0 22 (8,9)

Total 533 482 (90,4) 51 (9,5)
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA
DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA TRIPANOSOMOSIS
ANIMAL CAUSADA POR Trypanosoma evansit

Eglys B. Gonzélez M.*, Bernardo Gonzélez***,
Roschman Gonzalez**, Nancy Linares*****,
Alfredo Mijares****, Trina Perrone**** y Marta Mendoza***

RESUMEN

Existen varios métodos para el diagnostico de la tripanosomosis equina, Trypanosoma
evansi, cuya sensibilidad varia segtin la etapa de la enfermedad. Recientemente, métodos
moleculares como el PCR, basado en la deteccion de ADN, han mejorado el diagnostico
de las parasitosis. El objetivo de este trabajo fue estandarizar, comparar y evaluar la
técnica de PCR para el diagnostico de T. evansi en un modelo experimental murido.
Para ello, se infectaron ratones con el aislado TEVA1. Luego de 48 (horas) se realiz6 la
evaluacion parasitoldgica por cuantificacion de Brener y por la técnica de microhe-
matocrito Woo. Para el diagndstico molecular se purifico el ADN gendmico y se ampli-
ficé por PCR, empleando los cebadores especificos para T. evansi, ESAG 6/7, TEV1/2 y
TBR1/2. Todos los cebadores evaluados rindieron el producto de amplificacion esperado,
excepto en los animales sanos. Los cebadores ESAG 6/7 presentaron una sensibilidad
de 1ng de ADN proveniente de parasitos purificados, y de 10ng para muestras prove-
niente de sangre completa. Del total de ratones infectados, 47% (n=8) resultaron positivos
por el método de Brener, 70% (n=12) por Woo y todos por PCR (100%). Estos resultados
demostraron que la PCR es mads eficiente y sensible que los métodos parasitologicos
para la deteccion de T. evansi en modelo murido, cuando se presentan parasitemias muy
bajas.
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STANDARDIZATION OF APOLIMERASE CHAIN
REACTION TECHNIQUE FOR THE DIAGNOSIS
OF ANIMAL TRYPANOSOMIASIS CAUSED BY
Trypanosoma evansit

Eglys B. Gonzalez M.*, Bernardo Gonzéalez***,
Roschman Gonzalez**, Nancy Linares*****,
Alfredo Mijares**** Trina Perrone**** y Marta Mendoza***

SUMMARY

There are several methods to diagnose this illness, equine trypanosomiasis,
caused by Trypanosoma evansi and their sensibility varies depending on the
disease stage. Recently, molecular methods, like PCR, based on DNA detection
have improved the diagnosis of this disease. The purpose of this work was to
standardize, differentiate and evaluate the PCR technique for the diagnosis of
T. evansi in an experimental murine model. Mice were infected with TEVAL.
After 48 hours they were evaluated using the parasitological methods of Brener’s
quantification and the Woo haematocrit centrifuge technique. For molecular
diagnosis, genomic DNA was purified and amplified by PCR using primers
specific for T. evansi: ESAG 6/7, TEV1/2 y TBR1/2. All primers rendered the
expected product of amplification, except when non infected animals were used.
Primers ESAG 6/7 showed a sensibility of Ing using DNA from purified
parasites and of 10ng using DNA from whole blood samples. From the total of
mice infected, 47% (n=8) were positive by Brener’s method, 70% (n=12) by
Woo’s method, and all (100%) by the PCR technique. This result indicates that
the PCR technique is much more efficient and sensitive than the parasitological
methods used for diagnosing T. evansi in a murine model when there is low
concentration of parasites.
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INTRODUCCION

La tripanosomosis equina causada por Trypanosoma evansi, presenta
una alta prevalencia en Venezuela. Esta parasitosis produce el deterioro
fisico y hasta la muerte de los caballos utilizados para el manejo del
ganado, generando pérdidas econdmicas a causa de esta enfermedad.

Estudios realizados en la sabana venezolana indican una seroprevalencia
del 81,7% de tripanosomosis equina en caballos de trabajo ganadero
(Reyna-Bello etal., 1998). En la fase aguda de la enfermedad se producen
altas parasitemias que son detectadas por métodos parasitologicos
directos, mientras que en la fase cronica estos pierden sensibilidad debido
a las baja parasitemia presente. En esta fase, son mas sensibles y precisos
los métodos seroldgicos, basados en la deteccion de anticuerpos especi-
ficos, sin embargo estos no diferencian entre infecciones activas y tratadas
y no identifican al patégeno. Recientemente se ha introducido el método
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para mejorar el diagnds-
tico de esta enfermedad. El objetivo de este trabajo fue estandarizar,
comparar y evaluar la técnica de PCR para el diagnostico de T. evansi en
modelo experimental murido.

MATERIALES Y METODOS

Se inocularon 17 ratones ¥ NMRI con 100 parasitos/g peso del aislado
TEVAI (referencia). A las 48 horas post-infeccion se colectaron muestras
de sangre para: 1) evaluar la parasitemia, por observacion directa al mi-
croscopio optico (Brener, 1962) y por la técnica de microhematocrito
(Woo, 1969); y 2) extraer ADN genémico para realizar el PCR.

Estandarizacion del PCR para el diagnostico de T. evansi. Se extrajo
el ADN usando el Kit comercial Wizard a partir de la capa blanca de 1ml
de sangre total y se amplifico por PCR utilizando tres pares de cebadores
en un volumen final de reaccion de 25 ul conteniendo Buffer 1X, dNTPs
200uM c/u, 300ng de ADN, e individualmente ver Cuadro.

Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de los cebadores ESAG 6/7.
Se extrajo el ADN de los siguientes parasitos purificados: Trypanosoma
evansi, Trypanosoma vivax, Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi,
Crithidia fasciculata y Leptomona colossoma, y de sangre de raton
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infectado con TEVAL. La concentraciéon de ADN se cuantifico por
espectrofotometria, y se evaluaron concentraciones de 300 a 0,1 ng de
ADN por PCR. Se realiz6 electroforesis de los productos obtenidos en
geles de agarosa al 2%, tefiidos con SYBR-safe™ 1,5X (Molecular
Probes), y se visualizaron bajo luz UV.

CUADRO. Condiciones de las distintas mezclas de reaccion y del
proceso de ciclaje.

Reactivos TEV % ESAG 6/7 TBR 1/2
Wuyts et al. 1995 Holland et al. 2001 Artama et al. 1992

MgClL, (mM) 2,0 3,0 1,5
Taq (Unidades) 2 1,5 1

Cebadorl (uM) 0,25 0,5 0,4
Cebador2 (uM) 0,25 0,5 0,4

Programa (°C x min)

Desnaturalizacion 94 x 7 94 x 7 94 x3
Desnaturalizacion 94 x 1 94 x 1 94 x 0,75
Hibridizacion ciclos 58x1 30 55x 1 30 60 x 1 30
Extension 72x1 72x1 72x0,5
Extension - 72x5 72x5

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cebadores evaluados amplificaron el ADN de T. evansi presente en
los controles positivos, y no en los controles negativos. Los cebadores
TBR1/2 rindieron un producto de varias bandas y TEV1/2 una banda
débil, por lo que se seleccionaron para diagnostico los cebadores ESAG
6/7 al rendir una banda intensa y clara de ~237pb. Los cebadores seleccio-
nados amplificaron el ADN de aislados provenientes de distintos hospeda-
dores y no amplificaron el ADN proveniente de otros tripanosomatideos,
resultando especificos para T. evansi. La sensibilidad del PCR mostro
un minimo de ADN detectable correspondiente a 1 ng para pardsitos
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purificados, y de 10 ng para sangre completa. Cuando se compararon los
resultados de PCR versus las otras técnicas de deteccion, se obtuvieron
los siguientes resultados:

Método de deteccion Brener Woo PCR
# de muestras positivas 8 12 17

Prevalencia 47% 70% 100%
Parasitemia (parasitos ml™) 10* - 10° 103 - 107 <103

Estos resultados indican que la PCR podria detectar bajas parasitemias
presentes en la etapa de prepatencia de esta enfermedad. Sin embargo,
en los casos donde la parasitemia era muy baja o indetectable por las
técnicas parasitologicas fue necesario incrementar la cantidad de ADN
gendmico a amplificar, para obtener 100% de sensibilidad en el ensayo
molecular. Esto se debe a la disminucion del nimero de parasitos por
volumen de sangre evaluada. Estos resultados indican que los cebadores
ESAG 6/7 podrian ser considerados como candidatos en la
estandarizacion de una técnica de deteccion multiple en animales de cam-

po.
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA ANAPLASMOSIS
BOVINAY OVINA!

Lucinda Tavares-Marques* y Armando Reyna-Bello*

RESUMEN

La anaplasmosis bovina es una enfermedad causada por Anaplasma marginale (A.
marginale), bacteria intraeritrocitica clasificada dentro de las o-proteobacterias. En
Venezuela, 47,6% del ganado bovino se encuentra afectado por esta enfermedad, ocasio-
nando grandes pérdidas en estos rebafios; sin embargo, se desconoce la incidencia de
esta enfermedad en el ganado ovino. El objetivo de este trabajo fue estandarizar la técnica
de PCR para la deteccion de A. marginale en muestras de sangre de bovinos y ovinos.
Para esto, se utilizaron dos iniciadores Anal9Ay Anal9B especificos para amplificar el
gen de la proteina MSP5 de A. marginale. Con la finalidad de probar el PCR estandari-
zado, se analizaron muestras de sangre bovina provenientes de una zona endémica,
resultando positivos el 40% de las muestras. En el caso de los ovinos, un 25% de las
muestras analizadas resultaron positivas. En conclusion, la técnica demostré su versati-
lidad en la deteccion de Anaplasma sp., y ademas de ello, se constaté la presencia de
esta rickettsia en ovinos de Venezuela, lo que hasta el presente no habia sido determinada
por métodos moleculares.
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mosis ovina.
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STANDARDIZATION OF PCR TECHNIQUE FOR
DIAGNOSIS OF BOVINE AND OVINE ANAPLASMOSIS!

Lucinda Tavares-Marques*y Armando Reyna-Bello*

SUMMARY

Bovine anaplasmosis is a disease caused by Anaplasma marginale (A.
marginale), an intra erythrocytic bacteria classified within the a-proteobacterias.
In Venezuela, 46% of cattle are infected with this disease producing major herd
losses. However, incidence of the disease in sheep is unknown. The objective
of this work was to standardize the PCR technique for the detection of A.
marginale in bovine and sheep blood. Anal9A and Anal9B specific primers
were used to amplify the gene of Major Surface Protein 5 (MSP5). With the
purpose of evaluating the standardized technique, bovine blood samples from
an endemic zone were analyzed, resulting positive 40% of them. With respect
to ovines, 25% of samples analyzed were positive. In conclusion, this technique
has shown its versatility in the detection of Anaplasma sp. Another important
aspect is that these results show the presence of MSP5 gene from Anaplasma
sp. on small Venezuela’s ruminants, which before had not been determined by
molecular methods.

Key Words: Anaplasma marginale; PCR; bovine anaplasmosis; ovine
anaplasmosis.
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INTRODUCCION

La anaplasmosis es una enfermedad causada por la bacteria Anaplasma
marginale clasificada en el grupo de las a-proteobacterias, Orden
Rikettsiales (Dumler et al., 2001). Esta bacteria puede afectar a grandes
y pequefios rumiantes, manifestandose por anemia progresiva que puede
variar de ligera a severa junto con la aparicién de cuerpos intraeritro-
citicos. En Venezuela, 47,6% del ganado es seropositivo a A. marginale,
estimandose asi un alto porcentaje de pérdida de produccion bovina e
incluso a veces por la muerte de los animales afectados (Rivera, 1996).

Estudios preliminares de esta enfermedad en ovinos, han demostrado
una seroprevalencia al sur del estado Guérico de un 80,46%. Sin embargo,
se desconocen las pérdidas que pudiera ocasionar esta infeccion en los
pequefios rumiantes (Tavares et al., 2004). El objetivo de este trabajo
fue realizar la estandarizacién de la técnica de PCR, para la deteccion
directa de A. marginale en sangre tanto en bovinos como en ovinos.

MATERIALES Y METODOS

Controles utilizados: Con la finalidad de estandarizar el PCR para el
diagnostico de la anaplasmosis bovina, se utilizaron tres muestras. La
primera, provino de la extraccion de ADN de cuerpos de Anaplasma
marginale como control positivo, la segunda y tercera provinieron de
una extraccion de ADN de sangre de un animal infectado y otro negativo,
como control positivo y negativo, respectivamente. Todas estos animales
fueron diagnosticados anteriormente por ELISA como positivos
(Eleizalde et al., 2003).

Para la estandarizacion de la prueba utilizando ADN a partir de sangre
de ovinos, se emplearon tres muestras, ademas de las anteriormente men-
cionadas, para la estandarizacion en el PCR de bovinos como control
positivo y negativo.

También se emplearon para probar la prueba de PCR, 5 muestras de
bovinos y 4 de ovinos, provenientes de una zona endémica.

Prueba de PCR: El protocolo de extraccion de ADN que se utilizo a
partir de sangre fue el propuesto por un estuche comercial (Promega,
DNA Purification, cat. N° A1120). Para el control positivo de ADN de A.
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marginale, se utilizaron cuerpos iniciales de esta rickettsia, purificados
a partir de un bovino infectado experimentalmente y luego se purifico el
ADN siguiendo el protocolo descrito por Reyna Bello (2001). Luego de
extraer el ADN a partir de sangre y de cuerpos de A. marginale, se procedio
entonces a realizar la estandarizacion para el diagndstico de Anaplasma
sp. Los cebadores utilizados para estos PCR fueron Anal9Ay Anal9B
sefialados por Reyna-Bello et al. (1998) como iniciadores especificos
para amplificar el gen de la proteina MSP5 de A. marginale.

La prueba de PCR fue realizada con 40 ciclos, utilizando primeramente
94 °C de desnaturalizacién, 62 6 64 °C de alineamiento y 70 °C para la
extensién (Cuadrol).

CUADRO 1. Temperaturas programadas en el termociclador para la
amplificacién del gen de la MSP5 de A. marginale.

Temperaturasy ciclos para la prueba de PCR

Ciclo Veces Temperatura Tiempo
1 1 94 °C 5 min
40 94 °C 30 seg.

62 664 °C 30 seg.

70°C 30 seg.

3 1 70°C 10 min

4 1 4°C Infinito

Para la estandarizacion del PCR en bovinos, se utilizaron las siguientes
diluciones de ADN: 1) ADN purificado a partir de cuerpos de A. margi-
nale 1:80, 2 y 3) controles bovinos negativo y positivo 1:8; todas estas
frente a 3 diluciones de MgCl,: 2,5 mM, 3mMy 3,5 mM. El resto de los
reactivos utilizados fueron: Buffer Taq 1X, dNTP’s 800 uM, cebador
directo y reverso 1 mM y Taq 1,25 unid/25 pl. Para esto, se utilizaron
dos protocolos, uno con temperatura de alineamiento de 62 °C y otro con
temperatura de alineamiento de 64 °C (Torioni et al., 1998; Reyna-Bello
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et al., 1998) sefialado en el Cuadro 2. Posteriormente, se aislo el ADN
total de 3 ovinos y se realiz6 el PCR con las diluciones 1:2 y 1:8 de las
muestras, utilizando un estuche comercial (Promega, Master Mix, Cat.
N° M750B), tal como se observa en el Cuadro 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 2. Estandarizacién de PCR para el diagndstico de anaplas-
mosis en bovinos.

Prueba de PCR para la anaplasmosis bovina

Diluciones de muestras de ADN Control ADN de A. marginale 1:80
A. marginale Control bovino negativo 1:8
Control bovino positivo 1:8

2,5mM
ConcentracionMgCl, 3mM
3,5 mM
Temperatura de alineamiento 62 °C
64 °C

CUADRO 3. Estandarizacién de PCR para el diagndstico de anaplas-
MOSis en ovinos.

Prueba de PCR para la anaplasmosis ovina

Control ADN de A. marginale Control ADN de A. marginale 1:80

Diluciones de las tres muestras 1:2y 1:8
provenientes de ovinos

Temperatura de alineamiento 64 °C

505



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL N° 4

Los resultados sugieren que las condiciones 6ptimas para el PCR en
ADN de bovinos fueron: 1) 64 °C de alineamiento ya que a 62 °C se
observaron reacciones inespecificas (resultados no mostrados), 2) 3 mM
de MgCl, debido a que la condicion 2,5 mM de MgCl, resultaba en una
amplificacion débil y la de 3,5 mM de MgCIl, presentaba una
amplificacién fuerte con amplicones inespecificos, (Figuras 1, 3) las di-
luciones 6ptimas para el diagnostico de Anaplasma marginale en bovinos
fueron: control de ADN proveniente de cuerpos de A. marginale 1:80,
muestras de ADN extraidas a partir de sangre de animales problema 1:8.

Para el caso de los ovinos, se determind que la dilucion 6ptima de las
muestras de ADN debe ser 1:2, a fin de evitar la aparicion de amplifi-
caciones inespecificas (Figura 2).

Con el fin de evaluar el PCR estandarizado con las temperaturas anterior-
mente expuestas, se utilizaron cinco muestras de ADN bovinos obtenidas
de una zona endémica, resultando positivos dos animales de la poblacion
muestreada (Figura 3). En el caso de los ovinos, se utilizaron cuatro
muestras de ADN, resultando positiva una sola muestra (Figura 4).

En todos los casos que hubo amplificacion, se observé una banda Unica
de aproximadamente 806 pares de bases, de manera similar a lo obtenido
por Visser et al. (1992); Reyna-Bello et al. (1998).

El diagndstico de la anaplasmosis bovina u ovina puede realizarse facil-
mente en casos agudos, debido a las altas ricketsemias que pueden ser
observadas en extendidos sanguineos. No obstante, cuando los animales
estan en estado cronico de la enfermedad, es muy dificil distinguir si lo
que se observa en los frotis son 0 no cuerpos de inclusion de Anaplasma
sp. En estos casos se deben emplear otros métodos que permitan un
diagndstico mas preciso y certero aun cuando los ciclos de ricketsemias
son imperceptibles en extendidos sanguineos (French et al., 1998 y 1999).
Es por ello que la prueba de PCR presentada en este trabajo, puede cons-
tituir en Venezuela una prueba de referencia para el diagnostico de la
anaplasmosis bovina y ovina.

Hasta el presente, no existen estudios de la presencia de Anaplasma sp.
en ovinos de Venezuela. Trabajos previos realizados por Tavares et al.,
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2004, determinaron la presencia de anticuerpos anti-MSP5 en ovinos
venezolanos. Es importante destacar que esta es la primera vez que se
demuestra por métodos moleculares, la presencia de Anaplasma sp. en
pequefios rumiantes de Latinoamérica. Lo cual reviste gran importancia,
pues esto agrega un nuevo factor a los estudios epidemiolégicos de la
anaplasmosis bovina, debido que quizés los pequefios rumiantes estén
actuando como reservorio de esta enfermedad. Sin embargo, se requiere
ahondar en estudios moleculares para identificar si los pequefios rumiantes
estan siendo afectados por A. marginale o A. ovis, trabajos que deberian
ser acompafiados con estudios sobre las posibles patologias de estas bac-
terias en los ovinos.
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COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL
DE VARIEDADES Phaseolus vulgaris
CULTIVADASEN VENEZUELA

Marisela Granito*, Julieta Guinand** y Delis Pérez**

RESUMEN

Phaseolus vulgaris es unaimportante fuente de nutrimentos que ademas forma parte de
loshabitos alimenticios delapoblacion venezolana. En Venezuel aexisten las condiciones
climéticasy agronémicas para su cultivo, sin embargo, parapoder cubrir lademandade
este alimento hay que recurrir alasimportaciones. A fin de minimizar esta dependencia,
es necesario tomar una serie de medidas, entre otras el desarrollo de semilla certificada
y de calidad. El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion quimicay nutricional, de
semillas de caraota genéticamente mejoradas, provenientes del banco de germoplasma
del Instituto de Investigaciones Agricolas (INIA) Maracay. Nueve variedades de P.
wulgaris fueron analizadas en cuanto a humedad, proteina, grasa, cenizas, mineralesy
polifenoles siguiendo las metodol ogias descritas en el AOAC. Paraladeterminacion de
almidones totales y disponibles se utilizé la metodologia descrita por Holm et al.; para
los almidones resistentes la de Champ et al. y taninos por Naczk et al. Se encontraron
valores promedios de humedad de 9,72%, proteina 29,25%, grasa 2,44% y cenizas de
4,35%. Respecto alos minerales se cuantificaron calcio (197,86 mg 100gbs?), sodio
(67,56 mg 100gbs?), magnesio (219,49 mg 100gbs?), hierro (6,02 mg 100ghs?), fésforo
(546,75 mg 100gbs™), potasio (1 436,11 mg 100gbs?), zinc (2,62 mg 100gbs*), almidén
total (43,88%), almidon disponible (38,99%), almidoén resistente (25,48%), polifenoles
(846 mg 100gbs?) y taninos (40,91 mg 100ghs?). De los resultados encontrados se
puede concluir que existe una gran variabilidad tanto en nutrimentos como en
componentes bioactivos entre |as variedades analizadas y que éstas podrian representar
unaimportante fuente de nutrimentos para la dieta del venezolano.

Palabras Clave: Caraota; Phaseolus vulgaris; composicién; quimica;
nutricional.
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CHEMICAL AND NUTRITIONAL COMPOSITION
OF VENEZUELAN Phaseolus vulgaris
CULTIVATED VARIETIES

Marisela Granito*, Julieta Guinand* y Delis Pérez**

SUMMARY

Phaseolus vulgaris is an important source of nutrients that is part of the
staple diet of the Venezuelan population. Although there are adequate
agroclimatic conditionsfor itsgrowth in the country, Venezuelamust import
this foodstuff to meet the demand. The reasons for this fact are multiple,
among which, the lack of certified and quality seeds could be pointed out.
The objective of thiswork wasthe chemical and nutritional characterization
of genetically improved black beans from the germplasm bank of the Ins-
tituto de Investigaciones Agricolas (INIA), Maracay. Nine varieties of
P. vulgaris were analyzed regarding moisture, protein, fat, ash, minerals
and polyphenol, following the methodol ogies described in the ACAC. To
determine total and available starch the methodology of Holm et al., was
used, for resistant starch Champ et al. was applied and tannins were
determined by Naczk et al. Average values found were of 29,95% for
protein, 2,44% for fat, 4,35% for ash, 43,88% of total starch, 38,99% of
available starch, 25,48% of resistant starch, 846 mg 100ghs* of polyphenols
and 40,91 mg 100gbs™* of tannins. From these results, it was concluded that
among the varieties characterized, thereisagreat variability of both nutrients
and bioactive components, which suggests an important source of nutrients
that may contribute to the diversification of the diet of Venezuelans.

Key Words: Phaseolus vulgaris; chemical composition; nutritional
composition.
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INTRODUCCION

Las“caraotasnegras’, como sele conoce alosfrijoles negros, Phaseolus
vulgaris en Venezuela, constituyen un componente fundamental en la
dieta de muchas poblaciones y su valioso contenido en proteinas,
minerales como €l hierro, calcio y zinc, polifenoles, o-galactdsidos y
fibrasoluble, hacen de ellasun aimento beneficioso paralasalud (Granito
et al., 2002; Champ, 2002).

En Venezuela, las caraotas negras forman parteimportante delos habitos
alimenticios de la poblacion siendo en orden de consumo el sexto
alimento mas consumido; se consumen aproximadamente 20g por
persona/dia. (Mercado y Lorenzana, 2000). El uso de la caraota en
Venezuel aes basicamente en formade grano integral en numerosos platos
como € tipico “Pabellén criollo”, las“ caraotasrefritas’, entre otros. La
elevada demanday la poca produccion interna de este rubro hace nece-
sario recurrir alaimportaci 6n parasatisfacer las necesi dades de consumo
(MAC, 2000), sin embargo, son varias las zonas del pais donde las
condiciones climaticas favorecen la siembra de caraotas negras, por lo
gue es importante contar con semilla certificada de buena calidad e
incentivosfinancieros, que hagan de este cultivo un rubro atractivo para
comercializar.

El objetivo de estainvestigaci én fue cuantificar lacomposicién quimica
y nutricional de variedades mejoradas de caraota del banco de
germoplasma del INIA, a fin de identificar fuentes de alta calidad
nutricional.

MATERIALESY METODOS

Se analizaron nueve variedades de P. vulgaris (NAG-Sanare, NAG-75,
MGM-0802010, MDG-01-99-014, AB-02-01-010, MEM-01-00-028,
MEM-03-02-002, M EM-01-00-006, M EM-03-01-013) suministradas por
el Instituto Nacional de Investigaciones Agrondmicas (INIA-Maracay).

Preparacion delas muestras

Latoma de muestra se realiz6 siguiendo |la metodol ogia expuesta en la
NormaCovenin N° 0612-82 (COVENIN, 1982). Las muestras crudas se
molieron en un molino MarcaAnalizar, Modelo MC-11; posteriormente
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secernieron utilizando un tamiz de 40 mesh paralosandlisis de humedad,
proteinas, grasa, cenizasy minerales y de 80 mesh para polifenoles y
taninos.

M étodos analiticos

Todoslosandlisis serealizaron por triplicado

Humedad: Ladeterminacion de humedad serealiz6 utilizando lameto-
dologia por pérdida de peso indicada en la norma Covenin N° 1153-80
(COVENIN, 1980).

Proteina Total: El contenido de nitrogeno total fue determinado de
acuerdo a método 960.52 (AOAC, 1990), utilizdndose un factor de
conversion de 6,25.

Grasa: método 920.39 (AOAC, 1990).
Cenizas: método 923.03 (AOAC, 1990).

Deter minacién de minerales: los minerales analizados fueron: calcio,
sodio, magnesio, hierro, fésforo, potasio y zinc. Se determinaron utili-
zando Espectroscopiade Emision Atémicacon un equipoAr Spectroflame
D (Ar ICP) apartir del residuo de cenizas disuelto en acido. Se empled
el método 984.27 (AOAC, 1990).

Palifenoles. ladeterminacion de polifenolesseredizé atravésdel método
colorimétrico de Folin y Dennis (AOAC, 1990) empleando €l reactivo
de Folin Ciocalteu.

Taninos: se cuantificaron seguin el método de Naczk et al. (1994).

Almidon total y disponible: serealizdé empleando el método de Holm
et al. (1986), maodificado por Tovar et al. (1990).

Almidon resistente: secuantificd utilizando el método de Champ et al.
(1995).

Andlisis estadisticos: Todos los resultados fueron expresados como la
mediadetresdeterminacionesy su desviacion estandar. SeaplicOANOVA
y Test de Duncan a toda la data utilizando el programa Statgraphic
Statistical Graphics 4,0 para Windows.
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RESULTADOSY DISCUSION

En el Cuadro 1 se presentan los contenidos de humedad, proteina, grasa
y cenizas. Seobservaparatodos|osandlisis diferencias estadisticamente
significativas entre varias de las muestras (P<0,05). En relacion al
contenido proteico, se encontré un rango de contenidos entre 27,48%
(variedad AB0201010) y 31,39% (variedad MGM 0802010) siendo €l
promedio de 29,25%. Si se comparan estos resultados con | os sefial ados
por Sathe et al. (1984), Granito et al. (2002) e INN (1999), los cuales se
encuentran en un rango entre 22,4 y 26,1%, se puede concluir que €l
contenido proteico de las muestras analizadas fue 12,5% superior al
presentado en la bibliografia.

En cuanto a contenido de grasael valor promedio fue de 2,44%, superior
en un 50% a los observados por Granito et al. (2002) y Santalla et al.
(1999). Lavariedad que present6 el mayor contenido de este nutrimento
fue NAG-75. El contenido de cenizas promedio fue de 4,35%, similar al
mostrado en la bibliografia (Granito et al., 2002; INN, 1999), encon-
trandose el maximo valor (4,74%) paralavariedad MGM-0802010.

CUADRO 1. Contenido de humedad, proteina, grasa y ceniza de
variedades Phaseolus vulgaris*

Variedad Humedad (%) Proteina (%) Grasa (%) Ceniza (%)
NAG-Sanare 9,76+0,17°  30,66+0,16¢ 1,52+0,05" 4,14+0,062
NAG-75 10+ 0° 28,55+0,12%® 3,86+ 0,11° 4,14+0,072

MGM-0802010 8,25+0,1° 31,39+ 0,08 2,20+0,09° 4,74+0,12°
MDG-01-99-014  10,91+0,09° 28,36+0,19° 1,65+0,03° 4,34+0,05*
AB-02-01-010 8,86+0,08"  27,48+0,11° 1,36+0,00% 4,50+0,12°
MEM-01-00-028  11,68+0,2' 29,43+0,01° 2,47+0,10° 4,22+0,05%
MEM-03-02-002 9,27+0,18>  28,70+0,31° 3,46+0,04° 4,49+0,02°
MEM-01-00-006  10,40+0,2¢ 28,66+0,13" 2,68+0,09° 4,44+0,10°
MEM-03-01-013 8,31+0,017  29,98+0,13° 2,76+0,15¢ 4,12+0,042

*Resultados de proteina, grasay ceniza estén expresados en base seca. Letras diferentes en una
misma columna representan diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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En relacion a contenido de almidones totales, disponiblesy resistentes
(Cuadro 2), lavariabilidad cuantificadafue dta. Todas|as muestras anali-
zadas difirieron significativamente (P<0,05), encontrandose promedios
de 43,88%, 38,99% y 25,48% paralos almidones totales, disponiblesy
resistentes.

La variedad MEM 0302002 fue la que presentd contenidos mayores de
lastresfracciones de almidones. Resultados similares paraa midén total
en P. vulgarishan sido estudiados por Candelaet al. (1997); sin embargo,
las variedades analizadas muestran valores superiores en 18,40% para
almiddn total, 55,21% paraa midén disponibley 113,40% paraa midén
resistente que los sefialados por Granito et al. (2002).

El contenido de polifenolestotalesy taninos de las variedades analizadas
se presentan en el Cuadro 2. Se encontraron diferencias significativas
(P<0,05) entre todas |as muestras.

El contenido promedio de polifenoles fue de 846 mg/100gbs similar al
encontrado por Kadam et al. (1985). Las variedades MDG-0199014,
MEM-0100006 y MEM-0100028 presentaron los valores mas bajos;
379,61 mg 100g?, 470,52 mg 100gty 501,18 mg 100g™, respectivamente.

El contenido promedio de taninos fue de 40,91 mg/100 gbs, 54,43%
menor que el presentado por Davila et al. (2003). Cabe destacar €l
alto contenido de polifenoles totales de la variedad NAG-Sanare de
1 342,12 mg 100g* donde predominaban las fracciones 1y 2 de mayor
actividad antioxidante y su relativo bajo contenido de taninos (11,93 mg
100g1), importante factor antinutricional naturalmente presente en las
caraotas. Por otra parte se encontrd que las variedades NAG-Sanare y
NAG-75 presentaron los menoresvalores detaninos, 11,93 mg 100 gty
8,61 mg 100g™.

En el Cuadro 3 se muestra el contenido de minerales. Se observa dife-
rencia estadisticamente significativa (P<0,05) paratodos |os elementos
analizados en algunas de | as variedades. Es de destacar €l ato valor de
calcio encontrado paralavariedad MEM-03-02-002 y de hierro parala
variedad NAG-75. En general, los resultados encontrados para Ca, Na,
Mg, Fe, K'y Znfueron similaresalos estudiados por Granito et al. (2002).

CONCL%{;IONES
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- Delasvariedades analizadas, MGM-080210 y MEM-0302002 fueron
las que presentaron una mejor calidad nutricional debido a su ato
contenido de proteina, almidones disponibles, calcio, sodio, magnesio,
potasioy zinc.

- En relacion a los factores antinutricionales, las variedades
MDG-0199014, MEM-0100006 y MEM-0100028 presentaron los
valores més bajos de polifenoles y taninos.

- Los resultados encontrados ponen en evidenciala gran variabilidad
guimicade las variedades analizadas, |0 cual podriaredundar en una
diversificacién de uso delas caraotasy por ende en unacontribucion
al mgjoramiento delacalidad nutricional delaingestadelapoblacién.
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o-GALACTOSIDOSY FITATOSEN SEMILLAS
GERMINADAS DE Phaseolusvulgaris Y DE Vigna sinensis

Elba Sangronis*, Alexia Torres* y Neida Sanabria**

RESUMEN

Las leguminosas contienen nutrimentos, pero también estan presentes factores antinu-
tricionales que en algunos casos limitan su completo aprovechamiento. Se sabe que la
germinacion de lasleguminosas mejoralabiodisponibilidad de nutrimentosy disminuye
factores antinutricionales como son los inhibidores de proteasas, entre otros. En este
estudio se determind el efecto dela germinacion en el contenido de rafinosa, estaquiosa
y verbascosay delosinositol fosfatos presentes en |os granos germinados de Phaseolus
vulgarisL. y de Vigna sinensis v. Tuy y Vv. Orituco. Los granos fueron germinados en
presenciadeluzy seliofilizaron para posteriormente preparar harinasalas cuales seles
determind su contenido de o—galactésidos y de inositol fosfatos empleando técnicas de
HPL C. Se observé quelagerminacion degradalos o—galactésidosy losinositol fosfatos,
lo que permite sugerir la germinacién como método para eliminar dichos factores
antinutricionales.

Palabras Clave: Inositol fosfatos; o—gal actdsidos; caraotas; phaseolus; vigna.

*  Profesoresy ** Estudiante de postgrado. Universidad Simén Bolivar Departamento
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PHYTATESAND a-GALACTOSIDESIN GERMINATED
SEEDS OF Phaseolus vulgaris AND Vigna sinensis

Elba Sangronis*, Alexia Torres* y Neida Sanabria**

SUMMARY

Legumes contain nutrients, but also there are antinutritional factors present
that in some cases limit their whole utilization. It is known that the
germination of legumes improves the bioavailability of nutrients and
decreases antinutritional factors such as protease inhibitors, among others.
Inthisstudy, the effect of germination on the contents of raffinose, stachyose
and verbascose and of inositol phosphates present in germinated seeds of
Phaseolus vulgaris L. and of Vigna sinensis v. Tuy and v. Orituco was
determined. Grains were germinated in the presence of light and were
lyophilised prior to the preparation of flours which were analyzed to deter-
mine the content of a—galactosides and inositol phosphates, using HPLC
techniques. It was observed that germination degrades o—gal actosides and
inositol phosphates, which suggests that germination may constitute a
method for the elimination of such antinutritional factors.

Key Words: Inositol phosphates; o—galactosides; black beans; phaseolus;
vigna

*  Profesoresy Estudiante de postgrado. Universidad Simén Bolivar Departamento de
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INTRODUCCION

L asleguminosas son de gran interés paraladietahumana, especialmente
en aquellas zonas rurales de muchos paises del mundo, incluyendo
Venezuela. Dichos granos son una fuente econémica de proteinas,
carbohidratos, fibra, minerales y algunas vitaminas, sobre todo si se
comparacon otros alimentos de origen animal gue aportan nutrimentos,
pero que son poco accesi bl es paral os sectores de lapoblacién con menos
recursos econdémicos (Tharanathan y Mahadevamma, 2003).

Las leguminosas contienen factores antinutricionales que limitan el
aprovechamiento y/o disminuyen su consumo. Entre dichos factores es-
tan losinhibidores detripsing, saponinas, fitatos, taninos, o—galactosidos,
entre otros. Los fitatos acomplejan nutrimentos, mientras que la
produccion de flatulencia que agueja a algunas personas después del
consumo de granos es parcialmente atribuida alarafinosa, estaquiosay
verbascosa, es decir |os o—galactosidos.

Existen otras formas no convencionales de procesar |os alimentos que
mejoran el valor nutritivo y disminuyen losfitatosy o-gal actésidoscomo
son lafermentacion (Granito et al., 2005), mientras que lagerminacion
decaraotasnegrasy blancasreduceel contenido de &cido fitico (Machado
y Sangronis, 2007). Sin embargo, no se sabe que pasa con |os compuestos
derivados del &cido fitico y con la rafinosa, estaguiosay verbascosa.
De ali que en este estudio se evaluo la influencia de la germinacién
del Phaseolus vulgarisy Vigna sinensis sobre el contenido de los
o—galactésidos y los diversos fitatos.

MATERIALESY METODOS

Muestras: Los granos de caraotas negras (Phaseolus vulgaris L. var
Tacarigua) y frijol claro (Mignasinensisvar. Tuy y Orituco) fueron sumi-
nistradas por el INIA (Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas).

Germinacion: Los granos fueron lavados con agua potable, desinfec-
tados con hipoclorito de sodio al 1% y enjuagados con agua destilada
paraeliminar residuos. Las semillas desinfectadas se remojaron en agua
en unarelacion 1:3 (p/p) por 5 horas y luego escurridas, secadas con
papel absorbente y extendidas sobre bandejas de aluminio porosas, y
germinadas a 25 °C + 2 °C durante 5 dias, en presencia de luz. Para
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mantener un nivel éptimo de hidratacion, las semillas se humectaron
diariamente con agua destilada en formade “ spray” (Machaiah, 1999).

Preparacion delasharinas: Losgranosgerminados seliofilizarony se
molieron hasta una granulometria de 40 mesh y se obtuvieron harinas,
las cuales fueron almacenadas en frascos de vidrios y refrigeradas hasta
su posterior andlisis. Con fines comparativos se prepard una harina de
granos sin germinar.

a-galactésidos: Se determinaron rafinosa, estaquiosay verbascosa por
HPL C segiin lametodol ogia descrita por Frias et al. (1994).

Inositol fosfatos: Se determinaron inositol hexafosfato (IP,), inositol
pentafosfato (IP,), inositol tetrafosfato (IP,) inositol trifosfato (1P,), los
cuales fueron extraidos segin el método descrito por Kozlowska et al.
(1996) y cuantificados por HPL C seguin lo descrito por Lerhfeld (1994).

Analisis estadistico: Se calcularon la mediay desviacién estandar de
triplicados. Se compararon las muestras germinadas y no germinadas
utilizando t- student. Se utiliz6 €l programa SPSSYy €l nivel designifica
cioén se establecié como P<0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

En & Cuadro se presentan el contenido de los tres a-galactésidos y de
losinositol fosfatosdelosgranossin germinar y germinados. Enrelacion
ao—galactosidos, se observo queenlosgranossin germinar deP. vulgaris
S0l o se detecto la estaquiosa, pero unavez que |os granos se germinaron
el tnico o—galactosidos detectado fue larafinosa, y en unabaja concen-
tracion.

Con respecto ala V. sinensis variedad Tuy sin germinar se detecto la
presenciade estaquiosa, lacual se degradd por completo como efecto de
la germinacién. Efecto similar en la degradacion de los o—gal actosidos
han sido estudiado por Vidal-Valverde et al. en 2001. Contrariamente,
enlosgranossin germinar de Vigna sinensisvariedad Orituco se detectd
lapresenciaderafinosay estagquiosa, |os cual es se degradaron por efecto
delagerminacién. Durante dicho proceso ocurre unamovilizacion dela
reserva de nutrimentos, y es posible que alguno de los o—galactosidos
hallan sido utilizados como fuente de energia o parasintetizar otros com-
puestos.

526



SANGRONIS €t al. - Germinacion P. vulgarisy V. sinensis

CUADRO. o—galactdsidos e inositol fitatos en Phaseolus vulgaris
L.y Migna sinensis.

Muestra Antinutrimentos NoGer minadas Germinadas
Rafinosa Nd 0,26+0,02
Estaguiosa 2,53+0,05 Nd

Phaseolus Verbascosa Nd Nd

vulgaris 1P6 0,470,032 0,25+0,01°

(v.Tacarigua) IP5 Nd 0,06+0,00
P4 Nd 0,06+0,040
IP3 Nd 0,09+0,01
Rafinosa Nd Nd
Estaquiosa 5,90+0,06 Nd
Verbascosa Nd Nd

Vigna sinensis Inositol Fosfato

(v.Tuy) 1P6 0,36+0,022 0,20+0,01°
IP5 0,08+0,012 0,12+0,00°
P4 0,03+0,03? 0,05+0,00°
IP3 0,04+0,022 0,04+0,012
Total 0,51+0,022 0,40+0,01°
Rafinosa 0,65+0,04 Nd
Estaquiosa 6,03 £0,08 Nd

Vigna sinensis Verbascosa Nd Nd

(v. Orituco) 1P6 0,36+0,032 0,20+0,04°
IP5 0,06+0,022 0,08+0,02°
P4 Nd Nd
IP3 Nd Nd

Nd= no detectado
Letras distintas en lamismafilaindican diferencias significativas (P<0,05)

En relacion a contenido de &cido fitico y sus derivados, se observo que
en los granos sin germinar de P. vulgaris, la principal forma de fosfato
erael acidofitico (IP,), mientras que en lavariedad Tuy deV. sinensisse
detecto lapresenciadelP,, IP,, IP, elP, pero sololasformasIP elP_en
lavariedad Orituco.
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Como un efecto de la germinacion se observé unadisminucion del 1P,
en47,1%enP. vulgarisy del 94,5% en V. sinensisvar. Tuy y Orituco, |0
queindicaladegradacion de &cido fitico durante el proceso germinativo.
La presencia de las formas hidrolizadas de fitatos en los granos de
V.sinensis (IP,, IP,, IP, e P, paravar. Tuy y de IP, paralavar. Orituco)
se traduce en una mayor disponibilidad de minerales, mayor absorcion
de proteinas, mejor funcionalidad y digestibilidad del alimento (Bilgicli
y Elgun, 2005). De acuerdo a lo observado se puede concluir que la
germinacién disminuye los o—galactésidos y losinositol fosfatos de los
granosdeP. vulgarisy deV. sinensis por |o que constituye unaalternativa
para mejorar e aprovechamiento de los nutrimentos presentes en las
leguminosas estudiadas.
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INFLUENCIA DE LA GERMINACION
ENLA COMPOSICION
DEL PhaseolusvulgarisY Vigna sinensis

M er cedes Ramos de Vega* y Elba Sangronis*

RESUMEN

Las leguminosas son fuente de proteinas que a combinarla con cereales incrementa su
valor bioldgico. Adicionalmente, las leguminosas son fuente de calorias, hierro, fésfo-
ro, magnesio y potasio. L as caraotas negras, Phaseolus vulgaris, son ademés una buena
fuente de calcio. En este estudio se determiné el contenido de proteinas, grasas, cenizas,
fibradietéticasoluble einsolubley delos minerales Cu, K, Na, Ca, Fe, Mg, P, Zny Mn,
en caraotasnegrasy enfrijoles, Vigna sinensis, variedad Tuy y Orituco. Lasleguminosas
fueron germinadasa25+2 °C, en presenciade luz natural y humedad relativade 78+4%.
La composicién proximal se determind siguiendo la metodologia oficial. Parala deter-
minacién de minerales se utilizé un equipo de Plasmade Acoplamiento Inducido (ICP).
Confines comparativos, se utilizaron granos sin germinar. Se observo quelagerminacién
incrementael contenido de proteinaen aproximadamente 7%y defibrasolubleenfrijoles
Tuy en 2% en frijoles Orituco. También se observé una disminucion del contenido de
grasa de 25% en las caraotas y en un poco mas de 50% en frijoles. La germinacion
afecta el contenido de minerales en las caraotas y en las dos variedades de frijoles, sin
una tendencia definida. Se demostré que la germinacién varia la composicion de las
caraotas negras y frijoles variedad Tuy y Orituco.

Palabras Clave: Leguminosas; germinacion; minerales.
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INFLUENCE OF GERMINATION ON COMPOSITION
OF Phaseolus vulgaris AND Vigna sinensis

Mer cedes Ramos de Vega* y Elba Sangronis*

SUMMARY

Legumes are a source of proteins that combined with cereals increase its
biological value. In addition, legumes calories source, iron, phosphorous,
magnesium and potassium. Black beans, Phaseolusvulgaris are also agood
source of calcium. In this study, the content of protein, fat, ash, dietetic
fibre, both soluble and insoluble, and the minerals Cu, K, Na, Ca, Fe, Mg,
P, Zn and Mn, were determined in Phaseolus vulgaris and Vigna sinensis,
Tuy and Orituco varieties. Legumesweregerminated at 25+ 2 °C, in natural
light and 78 + 4% relative humidity. Proximal composition was determined
according to official methods. An Induced Coupling of Plasma (ICP)
equipment was used for the determination of the minerals. For comparison
purpuses, non-germinated grainswere used. It was observed that germination
increases the content of proteins in about 7% in both legumes and 2% of
soluble fibrein Vigna sinensis var. Tuy. Fat content also decreased 25% in
black beans and more than 50% in Vigna sinensis. Germination affects the
mineral content of both legumes, without a definite trend. It was
demonstrated that germination varies the composition of both legumes.

Key Words: legumes, germination, minerals.
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INTRODUCCION

L asleguminosas son unavastafamiliade plantas utilizadas en alimenta-
cion por ser unaexcel ente fuente de nutrimentos, en especial de proteinas
y calorias. En dietas vegetarianas o pobres en proteinade origen animal,
las leguminosas son € complemento adecuado de los cereales, por lo
gue se encuentra esta combinacion en numerosas comidas tradicionales
(Champ, 2001).

En general, las leguminosas también son fuente de hierro, fosforo,
magnesio y potasio y contienen ademés calcio, sodio, zinc, manganeso
y cobre. Las leguminosas més consumidas en el pais son las caraotas
negras, Phaseolus vulgaris, y € frijol, Vigna sinensis. No obstante, su
produccion ha venido disminuyendo gradualmente en los Ultimos afios
(MAC, 1999). En estudios con soyay otras leguminosas se han eviden-
ciado los cambios en su composi cién como efecto delos procesamientos
alos cuales son sometidos.

La germinacion, un proceso poco convencional, al movilizar los
nutrimentos de reserva, incrementaladigestibilidad proteica (Schulzey
et al., 1997) y remueve o disminuye algunos factores antinutricionales
(Muzquiz et al., 1998); por lo que representa unaalternativaparamejorar
el aprovechamiento de |os nutrimentos presentes en las leguminosas.

En € presente estudio se determiné € efecto de la germinacién en la
composicién proximal y en € contenido de minerales de las caraotas
negras (v. Tacarigua) y de dos variedades de frijol (v. Tuy y v. Orituco).

MATERIALESY METODOS

Muestras. Los granos de caraotas negras (var Tacarigua) y frijol claro
(var. Tuy y Orituco) fueron suministradaspor € INIA (Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas).

Germinacion: Los granos secos se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito al 0,2%, enjuagandose con agua destilada, hasta remojarse
durante 10 h en agua destilada en proporcion 3:1 (peso/peso). Luego se
escurrieron y extendieron en bandejas sobre papel absorbente, para
germinar atemperaturaambiente en presenciadeluz, hastaquelaradicula
del germinado al canzé aproximadamente 4 cm delongitud, lo cual ocurrié
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alos5 dias. Durante lagerminacion los granos se rociaron con aguapara
mantenerlos hiumedos. Los granos germinados se liofilizaron y molie-
ron para preparar las harinas, las cuales se conservaron en refrigeracion
hasta su posterior andlisis. Con fines comparativos, se prepard laharina
de granos sin germinar.

Anadlisis

Proteina: El contenido de nitrogeno fue determinado segiin €l método
960.052, AOAC (1990). Para transformar €l nitrégeno en proteina se
utilizé 6,25 como factor de conversion.

Grasa: Sesigui6 el método 920,30, AOAC (1990).
Ceniza: Sesigui6 € método 923,03, AOAC (1990).

FibraDietética Soluble (FDS) elnsoluble (FDI): Segun el método de
Prosky et al. (1992).

Minerales. Se determinaron los siguientes minerales. Cu, K, Na, Ca,
Fe, Mg, P, Zny Mn, por el método de plasma inducido, utilizando un
equipo de Plasmade A coplamiento Inducido (ICP) de acuerdo a método
984,27 AOAC (1990).

Andlisis estadistico: Se calcularon la mediay desviacion estandar de
triplicados. Se compararon las muestras germinadas y no germinadas
utilizando t- student. Se utiliz6 €l programa SPSSy € nivel de signifi-
cacion se establecié como P<0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

En el Cuadro 1 se observan los cambios en el contenido de proteina,
grasa, cenizay fibrasoluble einsoluble por efecto delagerminacion. Se
evidenciaun incremento significativo (P<0,05) de aproximadamente un
7% en €l contenido de proteina de las 3 leguminosas estudiadas. Con
respecto alafibra, lagerminacion disminuyo lafibrainsoluble, pero en
el caso delasolublelaincremento en el frijol variedad Tuy. Se observo
gue el contenido de grasa diminuyd en un 25% en las caraotasy en un
poco més de 50% en frijoles.
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CUADRO 1. Proteinas, grasas, cenizasy fibradietéticainsoluble (FDI)
y soluble (FDS) en semillas germinadasy sin germinar
de caraotas negras, Phaseolus vulgarisy frijoles, Vigna
sinensis.

Muestras Proteina Grasa  Cenizas FDI FDS
g100g*! g100g! g100g* g100g! g100g*

Caraota sin germinar 22,9+0,5% 1,2+0,1* 3,9+0,1@ 21,5+0,1* 3,3+0,1%
Caraota germinada 24,3+0,1° 0,9+0,1° 3,740,1° 19,2+0,2°> 3,0+0,2°
Frijol Tuy sin germinar 25,8+0,1* 2,2+0,1* 3,8+0,3* 18,8+0,7* 2,2+0,1%
Frijol Tuy germinado 27,5£0,1° 1,0+0,1° 3,4+05° 17,3t0,5° 2,4+0,1°
Frijol Orituco sin germinar  25,9+0,1% 2,3+0,1* 3,8+0,2% 195+0,4% 24+042
Frijol Orituco germinado ~ 27,4+0,1° 1,1+0,1* 3,5+0,1" 18,1+0,7°> 2,3+0,1°

FDI: fibra dietética insoluble. FDS: Fibra dietética soluble. Letras iguales en las muestras de la
misma leguminosaindican no diferencias significativas (P<0,05).

En el Cuadro 2 se observael contenido de minerales en lastres|legumi-
nosas no germinadas y germinadas. No se observé una homogeneidad
en €l efecto delagerminacion en el contenido de minerales, lo cual con-
cuerda con |o sefialado por Sangronisy Machado (2007).

El Mg es el unico mineral que aumenta en las tres leguminosas
germinadas. Estosresultados en cierto modo coinciden con lo presentado
por Donangelo et al. (1995) quienes observaron un descenso en €l
contenido de Fe en caraotas hegras germinadas por 48 horasen oscuridad,
atribuido posiblemente al remojo delos granos previo alagerminacion.

Se puede concluir que la germinacion como proceso metabdlico que
provocacambios en lacomposicion delasemillaque necesitan ser deter-
minados antes de considerar la germinacién como proceso alternativo
para eliminar o disminuir factores antinutricionales en las semillas de
leguminosas.
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DESARROLLOY CARACTERIZACION
DE UNA GALLETA EXTENDIDA
CON CARAOTASBLANCAS

Marisela Granito*, Yolmar Valero*,
Rosaura Zambrano* y Marisa Guerra*

RESUMEN

Laingesta energética-proteica de los nifios en edad escolar determina no sélo su rendi-
miento, sino su futuro desarrollo como individuos. En Venezuela, no existen deficiencias
de proteinas en este grupo etario, sin embargo, esimportante sustituir el consumo frecuente
de alimentos que sdlo aportan carbohidratos, por el de alimentos que les aporten
nutrimentos, como las proteinas. En este trabajo se desarrollaron galletas dul ces sustitu-
yendo laharinadetrigo en un 25%, 30% Yy 35% por harinas de caraotas blancas, Phaseolus
wulgaris, sin fermentar y fermentadas con lafloraendégenadelos granosa42 °C por 48 h.
Se midio6 aceptabilidad global y la aceptabilidad de | os atributos sensoriales apariencia,
sabor, texturay color, anivel de laboratorio utilizando 15 panelistas semi-entrenados y
una escala hedénicano estructurada de 7 puntos. Se encontré que las gall etas mas acep-
tadas resultaron ser las extendidas con 30% de harina de caraota fermentada 'y 30% de
harina de caraota sin fermentar, por lo que estas galletas fueron sometidas a una prueba
de aceptabilidad con consumidores (60 escolares). No se encontraron diferencias signifi-
cativas en la aceptabilidad entre las galletas extendidas con harinas fermentadas y sin
fermentar. Se concluy6 que es posible extender la harina de trigo con harina de caraota
blancafermentaday sin fermentar, obteniéndose unagalletadul ce que puede ser utilizada
como alimento complementario energético-proteico parala merienda escolar.

Palabras Clave: Galletas, caraota; Phaseolus vulgaris; trigo; aceptabilidad,;
composicion quimica.

*  Profesores. Universidad Simén Bolivar. Departamento de Procesos Biolégicos y
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DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION
OF A COOKIE EXTENDED WITH WHITE BEANS

Marisela Granito*, Yolmar Valero*,
Rosaura Zambrano* y Marisa Guerra*

SUMMARY

The protein-energetic intake of school-age children determines not only
their performance but also their future development as individuals. In
Venezuela, there are no protein deficiencies in this age group; however, it
is important to substitute the consumption of foodstuffs that supply only
carbohydrates, so common at that age, for food that supplies nutrients such
as proteins. In this work, cookies were devel oped substituting wheat flour
in 25%, 30% and 35% for white bean flour, unfermented and fermented
with the bean endogenous floraat 42 °C for 48 h. Overall acceptability and
the acceptability of the sensorial attributes: appearance, taste, texture and
color were measured at |aboratory level using semi-trained panelists and a
non-structured hedonic scale of 7 points. It wasfound that the most accepted
cookieswerethe ones extended with 30% fermented and unfermented white
bean flour, which were subjected to an acceptability test with consumers
(60 school children). No significant differences were found in the
acceptability of the cookies extended with fermented and unfermented
flours. It was concluded that it is possible to extend wheat flour with
fermented and unfermented white bean flours, obtaining a cookie that can
be used as a complementary protein-energetic food for the school snack.

Key Words: Cookies, Bean, wheat, acceptability, chemical composition

*  Profesores. Universidad Simén Bolivar. Departamento de Procesos Biolégicos y
Bioquimicos. Apdo. 1090A Caracas. Venezuela.

RECIBIDO: febrero 20, 2006.



GRANITO et al. - Galleta extendida con caraota blanca

INTRODUCCION

La caraota Phaseolus vulgaris; es la leguminosa mas consumida en
diversos paises de Latinoaméricay de Africa (Maza, 1998). En Vene-
zuela, formaparte delos hébitos aimenticiosdelapoblaciony representa
unabuenafuente de proteinas, carbohidratos, fibra, mineralesy vitaminas
(Mora, 1997).

L os componentes antinutricional es natural mente presentes en | as caraotas,
tales como inhibidores de proteasas y fitatos y polifenoles, asi como los
compuestos productores de flatulencia, o.-galactosidos, rafinosa,
estaquiosa, verbascosay lafibrasoluble, afectan ladigestibilidad delos
nutrimentos y producen malestar intestinal (Granito et al., 2001).
Bioprocesos como lafermentacion natural de las caraotasy su posterior
coccion, disminuyen significativamente los factores productores de
flatulencia, mejorando ademas la calidad nutricional de los granos
(Granito et al., 2002; 2003) e incrementando su valor como ingrediente
funcional (Granito et al., 2004).

Laingesta energético-proteica de poblaciones vulnerables, como nifios
y ancianos, determina su desarrollo y calidad de vida. En Venezuela se
han implementado programas de alimentacién que incluyen alimentos
ricos en proteinasy que disminuyen el consumo de carbohidratossimples
y grasa saturada (INN, 2000).

L os productos horneados a base de trigo, como las galletas, constituyen
un excelente vehiculo de nutrimentos, considerando su alto consumo y
aceptabilidad. Dado que €l trigo seimportaen un 100% y quelacalidad
de su proteina es baja por las deficiencias en lisina, la preparacion de
mezclas de trigo con leguminosas como las caraotas blancas biopro-
cesadas, podria ser una alternativa para incrementar la calidad proteica
de la harina compuesta.

L acomplementaci én aminoacidicaque se produce a combinar cereales
con leguminosas es equivalente ala que se obtiene a ingerir productos
de origen animal (Bressani et al., 2002). Considerando |os antecedentes
antes expuestos, en este trabajo se planted como objetivo caracterizar
guimicay sensoria mente galletas detrigo extendidas con caraotas blancas
bioprocesadas.
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MATERIALESY METODOS

L os granos de caraota blanca variedad Victoria utilizados parala elabo-
racion de las galletas fueron suministrados por €l Instituto de Investiga-
cionesAgronémicas (INIA, Maracay). Losingredientes restantes fueron
adquiridos en el mercado local.

Obtencion deharinas: Las harinassin fermentar (CSF) se obtuvierona
partir de granos de caraotas previamente cocidosy secados en estufacon
circulacién de aire a 40 °C y molidos hasta un tamafio de particula de
40Mesh.

Para la obtencion de las harinas de caraotas blancas fermentadas (CF),
se partié de granos de caraota blanca higienizados por 5 min con una
solucion estéril de &cido citrico al 5%, los cual es sefermentaron en agua
estéril en unaproporcion 1:4 (p/v), durante 48 horas a42 °C y 440 rpm
en un micro fermentador marcaNew Brunswick Scientific Co. Inc, Edison
New Cork, U.S.A. modelo BIOFL O 2000. L os granos fermentados fue-
ron escurridos y liofilizados, molidos y tamizados, obteniéndose una
harina con granulometria de 40Mesh.

Elaboracién deproductos: Paralapreparacién delasgalletas, laharina
detrigo fue extendidaen un 25%, 30% Yy 35% con las harinas de caraotas
blancas cocidas y bioprocesadas, e incorporadas ala mezcla de azlcar,
huevo, mantequillay saborizantes. Las mezclas fueron amasadas, lami-
nadasy cortadasen circulosde4 cm dedidametro, 0,5 cm de espesor y 10
g de peso aproximadamente. Seguidamente se hornearon a 250 °C por
15 min, se dejaron enfriar y se amacenaron en bolsas de polietileno,
hastalarealizacién de los andlisis sensorialesy quimicos.

Evaluacion sensorial: Para determinar el porcentaje optimo de
sustitucion de harina de trigo por harina de CF y CSF, 15 panelistas
semi-entrenados eval uaron por triplicado, através de unaescalahedonica
no estructuradade 7 puntos (1 = me disgustamucho, 7 = me gustamucho),
los atributos apariencia, sabor, textura, color y aceptabilidad global de
galletas sudtituidas al 25%, 30% y 35% con harina de CF y CSF, las
cuales fueron codificadas a eatoriammente.

L as galletas sel eccionadas sensorialmente a nivel de laboratorio fueron
evaluadas por 60 potencial es consumidores de edades comprendidas en-
tre 8y 12 afios. Estos panelistas no entrenados realizaron una prueba de
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preferencia entre la galleta extendida con harina de CF y la extendida
con harina de CSF debiendo indicar cual era su preferida, teniendo
asimismo la posibilidad de indicar que las dos |e gustaban por igual.

Caracterizacion quimica de las galletas: Las galletas seleccionadas
fueron caracterizadas en cuanto a humedad, proteina (Nx6, 25), grasay
cenizas totales de acuerdo a la metodologia AOAC (1990). Asi mismo,
se cuantificaronlos mineral es utilizando Espectroscopiade Emision Ato-
mica con un equipo Ar Spectroflame D (Ar ICP) a partir del residuo de
cenizas disuelto en &cido, de acuerdo al método 984,27 (AOAC, 1990).
El aporte nutricional fue calculado considerando que las proteinas y
carbohidratos aportan 4 Cal/gy las grasa 9 Cal/g.

Andlisisestadisticos. Los resultados fueron expresados como lamedia
+ desviacion estandar de tres determinacionesy sometidos aun andlisis
devarianzade unavia(ANOVA), con posterior comparacion de medias
(test de Duncan) usando el programa Excel de Windows XP.

RESULTADOSY DISCUSION

En el Cuadro 1 se pueden observar los resultados obtenidos a evaluar
sensorialmente las galletas sustituidas al 25%, 30% y 35% con harinas
de CF y CSF. No se encontraron diferencias significativas (P<0,05) en
los parametros medidos entre las gall etas el aboradas con harinade CF y
CSF, para un mismo porcentaje de sustitucion, sin embargo, se puede
ver que los mayoresvalores se obtuvieron paralas galletas sustituidas al
30%.

A pesar de que el bioproceso aplicado a los granos de caraota genera
acidez y compuestos volatiles, el uso delaharinade CF parece no haber
afectado ni €l sabor, ni el olor delasgalletas elaboradas. Deigua manera,
la aceptabilidad total no varié de forma significativa (P<0,05) entre los
tres porcentajes de sustitucion, sin embargo, se encontraron valores
inferiores paralas galletas con 35% de sustitucion.

Al no encontrarse diferencias significativas entre las respuestas de los
panelistas semientrenados, se decidio seleccionar aquellas galletas que,
teniendo el mayor porcentaje de sustitucin, hubiesen presentado lama-
yor aceptabilidad global y por atributo. En virtud de ello se selecciona
ron las galletas con 30% de sustitucion tanto de CF como CSF.

543



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL N°4

L os resultados correspondientes a la aceptabilidad de los potenciales
consumidores se presentan en laFigura. Como se observa, el 45% delos
nifios manifestaron preferir las 2 galletas, o cua corrobora el hecho de
no haber encontrado diferenciassignificativasentrelasgalletas, a hacer
las pruebas sensoriales anivel de laboratorio.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados de | a caracterizacién quimica
de unadelas galletas seleccionadas. El contenido de proteinas, grasasy
carbohidratos cuantificado en las galletas, se corresponden con las
proporciones sugeridas por la Tabla de Requerimientos de Energia y
Nutrientes parala Poblacion Venezolana (INN, 2000). Adicional a€llo,
es importante destacar que la proporcion de harina de trigo y harina de
caraota utilizada en la mezcla para hacer las galletas seleccionadas, se
corresponde con los niveles (70%-30%) sugeridos por Bressani et al.
(2002) paralograr unacomplementacién aminoacidicaideal en mezclas
de cerealesy leguminosas.

CUADRO 1. Evauacién sensoria de galletas extendidas con harina
de caraota blancafermentaday sin fermentar.

% Harina Caraota Blanca

Par ametros CF CSF
evaluados
25 30 35 25 30 35
Apariencia 5,382 6,502 6,132 5882 6,382 5,752
Sabor 5,882 6,502 5,882 5,622 6,002 5,882
Textura 6,002° 6,252 5,13° 4,632 4,882 5,502
Color 5,752 6,632 6,252 6,132 6,502 5,752

Aceptabilidad global 3,832 3,822 4,032 4,702 4,422 3,572

CF: caraota fermentada, CSF: caraota sin fermentar. Letras diferentes en una misma fila indican
diferencia estadisticamente significativa para un mismos tratamiento, con P>0,05.
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6%
45% W Caraota Fermentada
OJCaraota Sin Fermentar
49% mEAmMbas

FIGURA. Aceptabilidad global en consumidores de galletas
extendidas con harina de caraota fermentada y sin
fermentar.

CUADRO 2. Composicién proximal y aporte nutricional de galletas
extendida con 30% harina de caraota blanca sin

fermentar.
Aporte Nutricional
Por racién Aportepor galleta Por racion
(1009) (10g) (40g)

Humedad 1,45+ 0,42 0,15 0,58
Proteinas® 10,29 + 0,19 1,03 (4,12 Kcal) 4,12 (16,46 Kcal)
Grasa* 32,77+ 8,05 3,28 (29,49 Kcal) 13,11 (117,97 Kcal)
Carbohidratos*** 55,86 5,57 (22,34 Kcal) 22,34 (89,38 Kcal)
Calorias - 55,95 223,81
Cenizas* 1,09+ 0,18 0,109 0,436
Fex* 1,55+ 0,91 0,155 0,620
Na** 154,96 + 52,94 15,496 61,984
Ca** 21,47 £ 9,76 2,147 8,588
Mg** 16,77 £ 9,04 1,677 6,708
p* 59,13 + 21,00 5,913 23,652
K** 0,01 + 0,0001 0,001 0,004

Todos los resultados se presentan en base seca. * g; ** mg; *** calculados por diferencia
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CONCLUSION

- Es posible extender la harina de trigo con harina de CF y CSF,
obteniéndose unagalletadul ce que puede ser utilizadacomo alimento
complementario energético-proteico parala merienda escolar.
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AVANCESEN LA OBTENCION DE HUELLAS
MOLECULARESEN GENOTIPOS
DE ARROZ MEDIANTE ISOENZIMAS
CON FINES DE PROPIEDAD INTELECTUAL

Maria Cecilia Perdomo L eiva*, ErikaArnao*, CatalinaRamis**,
Yreny deFaria** elrisPérez-Almeida***

RESUMEN

Lacaracterizacion de variedades se realiza general mente mediante descriptores
morfol égicos, |os cual es presentan limitaciones como altainfluenciaambiental
y poca capacidad de distinguir genotipos élites emparentados. Como alternativa
se ha propuesto la caracterizacién bioquimica basada en el polimorfismo
isoenzimatico paralacaracterizaciony descripcion de cultivares de arroz, como
unaestrategia complementariay de bajo costo. El objetivo del presente estudio
fueevaluar lacapacidad delasisoenzimas en laobtencién de huellasmoleculares
de variedades de arroz venezolanas. Para €llo se evaluaron coleoptilos de 5
dias de edad provenientes de 10 genotipos de arroz, con los sistemas
isoenzimatico: EST, ACP y SDH, separados €lectroforéticamente en geles
discontinuos de poliacrilamida. A partir de los zimogramas obtenidos para las
tres isoenzimas, se construyé una matriz de presencia/ausencia de bandas con
lacual serealizé un andlisis de agrupamiento (UPGMA) basado en ladistancia
de Jaccard. El dendrograma obtenido permitié distinguir solamente cinco
genotipos, lo que evidencia la necesidad de utilizar un mayor nimero de
isoenzimas para obtener la huella molecular de variedades de arroz venezola-
nas.

Palabras Clave: 1soenzimas; marcadores moleculares; Oryza sativa L.
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ADVANCESON ISOENZYME MOLECULAR
FINGERPRINTING OF RICE GENOTYPESWITH
INTELECTUAL PROPERTY RIGHT PURPOSES

Maria Cecilia Perdomo Leiva*, ErikaArnao*, CatalinaRamis**,
Yreny deFaria** elrisPérez-Almeida***

SUMMARY

Variety characterization is usually performed using morphological
descriptors. These descriptors are highly influenced by environmental
conditions, and they poorly distinguish among closely related lines. As an
alternative, biochemical characterization using isozymes polymorphism is
a relative low-cost method better suited to characterize rice germplasm,
particularly closely related rice lines. The objective of this research wasto
evaluate isozymes as molecular markers suited for fingerprinting of
Venezuelan rice varieties. A set of ten rice varieties was screened. From
each, five day-old coleoptiles were collected. The isozyme systems used
were EST, ACPy SDH, on discontinued acrylamide gels. From the resulting
zymograms, a present/absent matrix was constructed. Grouping analysis
was obtained using the UPGMA method, calculated from Jaccard
coefficients. The dendrogram obtained only distinguished five of the
varieties, indicating that more isozyme systems are required for molecular
fingerprinting of Venezuelan rice varieties.

Key Words: Isozymes; molecular markers; Oryza sativa L.
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INTRODUCCION

Dado el hecho que el mejorador debe aplicar una serie de procedimiento
para la obtencién de una nueva variedad, que involucra entre otros
aspectos, € conocimiento cientifico, tiempo, esfuerzo e inversiones
financieras, en los Ultimos afios se ha implementado a nivel mundial,
sistemas de proteccion de las variedades obtenidas en programa de
mejoramiento (Guevara, 2005). Esto ha surgido como un incentivo ala
capacidad creadora del mejorador, mediante el reconocimiento a la
inversion financiera, que estimulen futuras creaciones.

Para obtener la proteccién de las variedades vegetales, se debe cumplir
con los requisitos de: distincion, uniformidad y estabilidad. En Vene-
zuela, la verificacion de los requisitos se redliza a través del Servicio
Nacional de Semilla(SENASEM), utilizando descriptores morfol 6gicos.
Estos descriptores, pese a que juegan un papel muy importante en la
divulgacion de las caracteristicas morfol 6gicas, poseen algunas limita-
ciones como alta influencia ambiental y poca capacidad de distinguir
cultivares emparentados (Diaz, 2005).

Las variedades de arroz a ser registrada cominmente satisfacen los
estandares de homogeneidad y estabilidad, no sucede igual con la
distincion, debido ala estrecha base genética de | as variedades (Cueva-
Pérez et al., 1992). En tal sentido, se ha propuesto la utilizacién de
marcadores moleculares paraladescripciony caracterizacion decultivares
de arroz, entre ell os, se encuentran los marcadores bioguimicos, basado
en el polimorfismo isoenzimético, y los marcadores basados en ADN
(Medida et al., 2006). Estas metodologias son herramientas comple-
mentariasy de bgjo costo paracumplir con €l requisito dedistinguibilidad.
Rodriguez (2001) y Ortiz et al. (2002) sefidlan que estas herramientas
son Utilestambién paralaverificacion delapurezavarietal en Venezuela.
Por estarazon, se propuso realizar unaevaluacion preliminar de lacapa-
cidad de las isoenzimas para la obtencion de huellas moleculares de va-
riedades de arroz.

MATERIALESY METODOS

El ensayo se efectud en el Centro de Investigaciones en Biotecnologia
Agricola(CIBA) delaFacultad de AgronomiadelaUniversidad Central

551



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL N°4

de Venezuela. Como material vegetal se utilizé 10 genotipos de arroz,
como tejido vegetal se selecciond coledptilos de arroz de 5y 15 dias
después de la emergencia de plantulas sembradas en cAmara hUmeda.

Las muestras se homogeneizaron en un mortero, con la adicién de un
tampon de extraccion llamado Glutation, a una relacion de 1:2
(tgjido:tampdn). Las enzimas evaluadas fueron las esterasas (EST:
E.C.3.1.1.1), fosfataacida(ACP: E.C.3.1.3.2) y shikimato deshidrogenasa
(SDH: E.C.1.1.1.25).

La separacion electroforética se realizd en geles discontinuos de
poliacrilamidade 6-10% paralasenzimasEST y ACP, y de 6-8% parala
SDH. Como buffer de corrida se utilizo tris-glycina 1X. La corrida
electroforética se realizd a4 °C y consté de una precorridaa 70 voltios
durante 15 miny unacorridaa 100 voltios durante 2h aproximadamente.
Para el revelado fue empleada la metodologia de Vallgjos (1983) con
algunas modificaciones del Laboratorio de GenéticaMolecular CIBA.

A partir de los zimogramas obtenidos para las tres isoenzimas, se
construy6 una matriz binaria con base ala presencia (1) y ausencia (0)
de bandas, apartir del cual se estimé el coeficiente de similitud Jaccard,
utilizado para originar €l dendograma mediante el andlisis de agrupa-
miento (UPGMA) con la asistencia de software NTSY s (version 2,1).

RESULTADOSY DISCUSION

El dendrograma obtenido permitié observar la ata similitud entre los
materialesy laescasa variabilidad de la base genética de |as variedades
arroz evaluadas paralostres sistemasisoenziméticos (Figura). Estosre-
sultados confirman la reduccion de la base genética de los cultivares de
arroz que se ha observado en los Ultimos afios, debido principalmente al
namero reducido de progenitores empleados en la mayoria de los
programas de mejoramiento genético de América Latina. Muestra de
ello, es que durante el periodo 1971-1989, las lineas de arroz liberadas
en América Latinay en e Caribe tienen en su genealogia 14 cultivares
comunes, provenientes de siete paises (Cuevas-Pérez et al., 1992).

En cuanto aladistinguibilidad de los materiales, slo en 5 genotipos se
logré unacombinacién de bandas que permite diferenciarlosdelosdemaés;
por lo que es necesario evaluar un mayor nimero de sistemas
isoenziméticos paralograr la distinguibilidad de todas |as variedades.
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CONCLUSION

-Estos resultados evidencian la necesidad de utilizar un mayor nimero
de isoenzimas y/o complementar con otro tipo de marcadores de ADN
paralograr unamayor diferenciacién de las variedades.

BIBLIOGRAFIA

DIAZ, A. 2005. Marcadores Moleculares; Estadistica Basica. Instituto
de Genética. FAGRO-UCV.

CUEVAS-PEREZ, F., E. GUIMARAEZ, L. BERRIO and D.
GONZALES. 1992. Genetic base of irrigated-ricein Latin Americaand
the Caribean, 1971-1989. Crop. Sci. 32: 1054-1059.

GUEVARA, A. 2005. Propiedad intelectual de variedades mejoradas:
Patentes, UPOV, o un Sistemasui generis.[En linea] http://archiveidre.callibrary/
document/101488/chap3_s.html#USO%20A L A%20%20B10ODIVERSIDAD

MEDINA, R.,M.FALOCI, M. MARASSl y MROGINSKI. 2006. I denti-
ficacion devariedadesde arroz (Oryza sativa L.) cultivadasen Argentina
mediante marcadores bioquimico: su utilidad potencial para el registro
de cultivares. [En linea] http://www.ipgri.cgiar.org/pgrnewsletter/
article.asp?d_article=1&id _issue=143

ORTIZ,A.,C.RAMIS,P.PARRA,A.DIAZ y L. LOPEZ. 2002. Patrones
isoenziméticos de variedades de arroz y arroces rojos de Venezuela. Re-
vista Facultad Agronomia. 28:117-130.

RODRIGUEZ, N. 2001. Evaluacion delaerosion delasemillade arroz
(Oryzasativa L.) en el sistemade produccion de semillas certificadasen
Portuguesa. Tesis de maestria. Maracay, Ven. Universidad Central de
Venezuela. Facultad de Agronomia. 55 p.

VALLEJOS, E. 1983. Enzyme activity staining. In: 1sozyme and plant

geneticsand breeding, Ed. S. D. Tankdey y T. J. Orton Elsevi, Amsterdam.
Parte A, 469-516.

554



Agronomia Trop. 56(4): 555-559. 2006

APLICACION DE LA PROTEOMICA COMPARATIVA
PARA LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS
EN PhaseolusvulgarisASOCIADAS
A RESISTENCIAA PLAGAS

Carolina Bernal* Ivan Galindo*, Delis Pérez** y Nardy Diez*

RESUMEN

Los coledpteros de la familia bruchidae representa uno de los mas importantes riesgos
gue enfrentan los agricultores de caraota, Phaseolus vulgaris, lainfeccion por estaplaga
disminuyeel rendimiento deloscultivosy lacaidad del grano afectando asi laproduccion
y costos de este rubro alimentario que forma parte importante de la dietatradicional de
muchos paises. Varios autores han descrito un posible efecto insecticida asociado a la
presencia de proteinas de almacenamiento de la familia de las lectinas (Phytohema-
gglutinins, PHA; Arcelin, Arc; and a-amylaseinhibitor, o/Al), pudiendo ser lapresencia
de estas una forma muy efectiva para colaborar con €l control de plagas que atacan a
muchas variedades de P. vulgaris durante su amacenaje. Algunos investigadores han
centrado su atencion en el andlisis de estas proteinas, abordandolas de formaindividual,
sin tener en cuenta las posibles interrelaciones funcionales que pueden existir entre
ellas. El presente trabajo utilizala protedmica para anaizar la presencia de proteinas en
diferentes variedades cultivables de P. vulgaris, y con el uso de las electroforesis
bidimensionales junto a la inmunodeteccion de proteinas insecticidas especificas se
plantea una estrategia interesante para simplificar un proceso inicial de correlacion en-
tre la expresion de ciertas lectinas y los fenotipos observados con resistencia a los
bruquidios.

PalabrasClave: Phaseolusvulgaris, protedmica; lectinas; arcelinas; resistencia
aplagas, caraota.
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APPLICATION OF COMPARATIVE PROTEOMICSTO
IDENTIFY PROTEINSIN Phaseolus vulgaris
ASSOCIATED WITH PEST RESISTANCE

CarolinaBernal* Ivan Galindo*, Delis Perez** y Nardy Diez*

SUMMARY

The attack of coleopteran from the bruchidae family represent one of the
most important risks that farmers confront, lowering crop yield and bean
quality of Phaseolus vulgaris, and affecting the production costs of this
important food staple in many traditional diets. Several authors describe
the presence of storage proteins from the lectins family (Phytohema-
gglutinins, PHA; Arcelin, Arc; and a-amylaseinhibitor, olAl) asinsecticidal
proteins, representing a very effective means to control pest attacks during
storage on many varietiesof P. vulgaris. However, theseinvestigationsfocus
their analysis on one protein at a time, without taking into account their
functional interrelationships. The present work is aided by proteomics to
analyze insecticidal protein expressions in various cultivated P. vulgaris
varieties. The use of 2D-immunedetection of specific insecticidal proteins
has shown to be a simplified procedure to initially establish functional
correlations between this group of proteins and the observed bruchid
resistance phenotype.

Key Words. Phaseolus vulgaris; proteomics; lectines; arcelines; pest
resistance; black beans.
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INTRODUCCION

El ataque de coledpteros de lafamiliabruchidae (Zabrotes subfasciatus,
Acanthocelides obtectus y Callosobruchus maculatus) afecta la
produccién de caraota, Phaseolus vulgaris a provocar importantes
pérdidas en los granos durante su almacenamiento. Algunos estudios
han relacionado la presencia de ciertas proteinas de la familia de las
lectinas, tales como las fitohemaglutininas (PHA), Arcelinas (Arc) e
inhibidor de la a-amilasa (IoiA), con una actividad insecticida en dife-
rentesvariedadesde este rubro (Osborn et al., 1988; Chrispedlsy Raikhel,
1991; y Lioi et al., 2003), pero se han centrado principalmente en €l
andlisisindividual de cadaunade ellas. En el presente trabajo se utiliza
la protedmica como una herramienta para estudiar las relaciones en la
expresion de estas proteinas de resistencia en diversos materiales.

MATERIALESY METODOS

Se realizaron extracciones de proteinas de |os endospermos de diversos
materiales de P. vulgaris en Buffer borato de sodio 20 mM pH 9, incu-
bando 1g de harinaa 37 °C durante 1 hora, en presencia de inhibidores
de proteasas. Se centrifugd la mezcla a 14 000 rpm por 15 min'y se
tomaron los sobrenadantes. Para la determinacion de proteinas de los
extractos se utiliz6 el método de Bradford (1976). Se realizaron
electroforesis SDS-PAGE a 12% (Laemmli, 1970) y electroforesis
bidimensionalesen el rango depH NL 3-10y SDS-PAGE a 12%tefiidos
con plata.

Parael andlisispor inmunoensayo serealizé latransferenciadelosgeles
bidimensionalesamembranas de nitrocelulosay serevelaron de acuerd-
o alametodol ogiadescritapor Brunette (1981), empleando un antisuero
de conejo especifico contra Arcelinas, PHA e laA (1:6000), y como
anticuerpo secundario |gG anti-conejo unido a peroxidasa.

RESULTADOSY DISCUSION

El resultado delaextraccion de proteinas de un total de 32 accesionesde
P. vulgaris provenientes del Banco de germoplasmadel INIA-CENIAP
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(Maracay), fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE 12%,
permitiendo una primera seleccién de dos materiales con base en los
patrones unidimensional es que arrojaron estos granos. Serealizaron las
electroforesis bidimensional es de ambos materiales y se procedié a un
andlisis mas especifico de las proteinas de interés realizando la
inmunodetecci 6n con un antisuero que permite evidenciar lapresenciay
patrén de expresion de las fitohemaglutininas (55-65 kDa), arcelinas
(31-40 kDa) einhibidor de o-amilasa (15-18 kDa) presentes.

L osresultados al canzados permitieron obtener |0s proteomas correspon-
diente alas muestras seleccionadas de P. vulgaris, donde se hacen evi-
dentes diferencias globales entre el total de proteinasreveladas en geles
bidimensional es para cada muestra, asi como proteinas o grupos de pro-
tefnas presentes en un material y ausentes en €l otro (Ver Figura).
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FIGURA. (A, B) Gel 2D 12% de dos variedades de P. vulgaris
(a, b). Inmunoblot 2D con el antisuero especifico contra
proteinas de lafamiliade laslectinas.
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Por otraparte, el inmunoensayo sobre |os gel es bidimensional es permite
unarapidaeval uacién de un conjunto de proteinas alas que seles asocia
una actividad insecticida y que pertenecen alafamilia de las lectinas.
Este estudio comparativo permitid, de una manera sencilla, abordar €l
andlisisintegral de estas proteinas insecticidas en P. vulgaris, procedi-
miento éste que podria erigirse como una estrategia Util pararelacionar
lapresenciao expresion diferencial de estas|ectinas con laresistenciao
susceptibilidad a plagas durante el almacenamiento del grano.
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MICROPROPAGACION DE Musa spp.
(PLATANO var. MANZANO AAB) A PARTIR
DE MERISTEMAS FLORALES

GladysMolina*, MariaVielmaT.*,
M elangel Tacoronte* y Maximo Bricefio**

RESUMEN

Los bananos y platanos son rubros alimenticios de gran importancia econémica en
Venezuela, y han sido considerados como alimentos de el evado consumo nacional . Uno
de los objetivos fundamental es de la tecnologia de avance aplicada a la agricultura, es
generar aumentos sustanciales en la produccion y/o rendimiento de este rubro a través
de nuevos enfoques, permitiendo la expansion de la superficie sembrada. El objetivo
principal de la investigacion es Micropropagar plantas de Musa spp. (Platano var.
Manzano AAB) a partir de meristemas florales masculinos. Estainvestigacion se reali-
70 en seis etapas, empleando el medio de Murashigey Skoog (M S) en 1962 y de Schenk
y Hildebrandt (SH) en 1986, con diferentes concentraciones hormonales 'y condicio-
nes de cultivo. Etapa | : establecimiento de apices de inflorescencias masculinasde 1,1
cm en MS1- control. Etapa I1: induccién de primordios en MS modificado (MS2) a
dos concentraciones de benciaminopurina(BAP: TI=1,5y TII=3mgI*) y control (MS1).
Etapa Il1: expresion de primordios en medio SH + 3,2 uM BAP (MS3). Etapa I V:
desarralloy alargamiento de primordios en medio MS4 (MS +1,5mg I ANA). Etapa V:
enraizamiento de véstagosen medio 2MS+ 1 mgl-*ANA (MS5). Etapa V| : aclimatacion
de las plantas. Se observé que en Musa spp. (Platano var. Manzano AAB) es posible
obtener plantas a través de inflorescencia masculinas. La induccion de primordios de
véstago se produjo en T, TlI y control. De acuerdo a andlisis estadistico hay diferen-
cias significativas entre e control, Tl y los tratamientos Tl y TlI, indicando que la
presencia de BAP es indispensable en el medio parainducir primordios de vastago.

Palabras Clave: Musa; inflorescencia; primordios; platano.
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MICROPROPAGATION OF Musa spp.
(PLATANO var. MANZANO AAB)
FROM FLORAL MERISTEMS

GladysMoalina*, Maria VielmaT.*, Melangel Tacoronte*
y Mé&ximo Bricefio**

SUMMARY

The Bananas and plantains are nutritional species of economic importance
inVenezuela, and have been considered as nutriments national consumption.
One of the main objectives of technologies applied to agriculture is to
generate substantial increases in the production and/or efficiency of these
soecies through new approaches, allowing the expansion of the seeded
surface. The primary target of the investigation is Micropropagate plants of
Musa spp. (var.manzano Banana AAB) from floral masculine meristems.
This investigation was performed in six stages, using the medium of
Murashige and Skoog MS in 1962 and Schenk and Hildebrandt SH in
1986, with different hormonal concentrations and conditions of culture.
Stage | : establishment of apexes of masculine inflorescences of 1.1 cmin
MS1-control. Stage I1: induction of buds in modified MS (MS2) to two
concentrations of bencilaminopurine (BAP: TI=1.5 and TI1=3 mg |!) and
control (MS1). Stage I11: expression of buds in the medium SH + 3.2 uM
BAP(MS3). Sagel V: development and extension of budsin medium M$4
(+1,5MSmg I ANA). Sage V: rooting of offshoot in medium¥2MS+1 mg |
ANA (MS5). Stage VI: acclimatization of the plants. It was observed that
in Musa spp. (Plantain var. Apple AAB) is possible to obtain masculine
inflorescences. The induction of buds of offshootstook placein T, TII and
control. According to the statistical analysisthere are significant differences
between the control, T and the treatments Tl and TlI, indicating that the
presence of BAP in the medum is required to induceoffshoot buds.

Key Words: Musa; inflorescence; buds.
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INTRODUCCION

El cultivo de musaceas esde gran importanciadebido asu valor nutritivo,
donde destaca el contenido de carbohidratos (35%), que en parte son
transformados a glucosa, sacarosa y fructosa durante la maduracion,
(6-7 %de fibra), (1-2% de proteina, potasio, magnesio, fosforo, calcio,
hierroy vitaminasA 'y C), lo cual cubre las necesidades requeridasen la
dietabasicade lapoblacién (Novak, 1992). Estudios delaFAO (1999),
seflalan que e grupo conformado por pldtanos y cambures, conjunta-
mente con laleche, € trigo, y €l arroz constituyen los cuatro alimentos
mas importantes del mundo. La misma fuente sefiala que por lo menos
400 millones de personas consumen €l platano y a cambur como ali-
mentos basi cos, siendo expl otados por paises en desarrollo en mas de 8
millones de t/afo.

Lastécnicas de cultivos de tejidos vegetales in vitro, han sido aplicadas
en estainvestigacion paraaumentar |apropagacion de plantas (“ semillas’)
de musaceas que puedan asegurar € mantenimiento de los cultivosy la
obtencién de plantas con caracteristicas de interés (Rocay Mroginski,
1993; Novak, 1992; Sandoval, 2001; Colmenares y Giménez, 2003;
Bustamante, 2004; Diaz, 2004). Ademas se estudia la factibilidad de
proporcionar semillaviable, adaptada a las condiciones agroecol 6gicas
propiasdel municipioAlberto Adriani, estado Mériday susadyacencias,
permitiendo lacontinuidad del suministroy el mantenimiento delasuni-
dades de explotacion, contribuyendo asi a desarrollo sustentable de la
regiony del pais.

MATERIALESY METODOS

L asinflorescencias masculinas de Musa spp. (Pl&ano var. Manzano AAB)
obtenidas de plantas vigorosas (Figura a, b) provenientes de diferentes
unidades de produccion, del municipio Alberto Adriani; fueron previa-
mente limpiadasy sumergidas en unasolucion estéril de acido ascorbico
500 mg I, durante 15 min. Posteriormente los raguis obtenidos fueron
esterilizados en una solucion de hipoclorito de sodio a 2% més dos
gotas de Tween 20, durante 5 min y suave agitacion, luego se lavaron
con agua destilada estéril.

Se removieron las bréacteas hasta lograr una longitud del raquis de

1,1 cm (Figurac) con gpice (explante) de 0,5 mm de longitud y sumer-
gidos en &cido ascorbico 250 mg I antes de cultivarlos.
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Etapa | o Establecimiento del cultivo: los explantes se cultivaron en
tubos de cultivo sigma® C-5916 con 15 ml de medio Murashigey Skoog
(1962; MS1 Cuadro 1) y 0,8% de agar (Figurac).

Etapall olnduccién deprimordios: losexplantes establecidosfueron
cultivados en el medio MS2, (MS1 con dos concentraciones BAP
(TI=1,5mg Ity TII= 3 mg I*) manteniendo &l control (MS1).

Etapa |11 o de expresion de primordios: una vez inducidos, los
explantes fueron colocados en medio de germinacion de Shenk y
Hildebrant (1985; SH) C;C citado en Roca'y Mroginski (1993) en €
Cuadro 2 suplementado con 3,2 uM de BAP (MS3). Figuras d,ef. Las
condiciones de incubacién para estas etapas fueron 12 h luz, 12 h
oscuridad, a 27 °C.

EtapalV odedesarrolloy alargamiento: enlasemana 12 |osexplantes
desarrollados y alargados, se individualizaron; y fueron cultivados en
MS1 suplementado con 1 mg I'* ANA y 2% de gelrite, (MS$4) durante
(04) semanas (Figuras g, h).

EtapaV o deenraizamiento: los primordios de vastagos desarrollados
fueron subcultivadosen medio MSY2 (M S5) Figurai, durante 8 semanas,
fotoperiodode 16 hluzy 14 h de oscuridad a27 °C, logrando € desarrollo
del sistemaradicular.

Etapa VI o aclimatacién: unavez desarrolladas las plantasy con una
longitud promedio de 12 cm se cultivaron en sustrato arenay compost
enunaproporcion 1:1. Parael andlisis estadistico serealiz6 comparando
las medias obtenidas através del test de Tukey y utlizando el programa
¢ Statistic version 7.0.

RESULTADOSY DISCUSION

En el establecimiento de la micropropagacion in vitro, entra en juego
una interaccion explante — medio de cultivo — concentraciones fitohor-
monalesy condiciones ambiental es (fotoperiodo, temperatura, humedad
relativa) segin Tacoronte (1997), lo que se pudo corroborar en este
trabajo. Al analizar |as diferentes etapas del cultivo se detecto queen la
etapa |, el explante manifesté adaptacién y estabilidad fisiol6gica,
vigorosidady aumento su didmetro, coincidiendo con Sandoval (1985).
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CUADRO 1. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962).

Compuestos mg I*

Nitratos:
NH,NO, 10
KNO,

Sulfatos:

MgSO,.7H,0

MnS0,.4H,0 10
ZnSO,.7TH,0

Cus0,.5H,0

Haluros:

CaCl,.2H,0

Kl 10
CoCl,.6H,0

Micronutrientes:

KH,PO,

H.BO, 10
NaMo0O,.2H,0

FeSO,.7H,0
Na,EDTA 10

Myo-inositol
Acido nicotinico
Piridoxina
TiaminaHCL
Glycina 1
Sacarosa 3% 30g I*
Agar0,8%-1%

=
o

S

El explante responde alainduccién hormonal con lacitoquininay entre
12 y 14 semanas, se observo el desarrollo de los primordios inducidos
por lapresenciadelaestructuras meristemoides, Ilamadas asi por Zamora
et al. (2002); y definidas como primordios por Cronauer y Krikorian
(1985). Estas estructuras blanquecinas, ovaladas y consistentes apare-
cieron entre las axilas de las brécteas y |as estructuras florales; Figura
(d,e) caracteristicas observadastambién por, Cronauer y Krikorian (1985).

En el tratamiento TIl se produjeron 53 primordios, mientras que Tl
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CUADRO 2. Composiciondel Medio de cultivo Schenk e Hildebrandt

(SH 1985).

Compuesto mg 1?
NH,H,PO, 300
CaCl,.2H,0 151
MgSO,.7H,0 400
KNO, 1000
H.BO, 0,1
CUSO,.5H.0 0,2
Na,EDTA 20,1
FeSO,.7H,0 15
MnSO,.4H,0 10
Kl 0,1
Na,Mo0,.2H,0 01
ZnS0O,.7H,0 1
Myo-inositol 1000
Acido nicotinico 5
Piridoxina 0,5
Tiamina Hcl 5

presentd 24 primordios. En las semanas 14 y 15 paraambostratamientos
se presenta laméxima expresion de primordios, paraTll (3mg | BAP)
con 62 primordios y Tl (1,5 mg It BAP) obtuvo 58; a diferencia de
Cronauer y Krikorian (1985) que observaron esta méxima expresion en
la semana 18 con 5 mg I'* de BAP. Lo que indica que una alta concen-
tracion de lafitohormona pudiera estar retardando la respuesta.

Deacuerdo al andlisisestadistico (Cuadro 3) no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos Tl y T, durante las semanas de
produccion de primordios. Lo queindicaque las dos concentracionesde
BAP utilizadas tienen lamismaincidencia en larespuesta. Pero existen
diferencias significativas (Cuadro 1) entre €l tratamiento control y los
tratamientos Tl y TII. Lo que demuestra que se requiere la presenciade
BAP para alcanzar lainduccion de primordios.

En el ANOVA, paralas semanas de muestreo se realizan pruebas
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CUADRO 3. Medias de Primordios de Musa spp. (Pldtano Variedad
Manzano AAB) por tratamiento /semana.

Semana 12 Semanal3 Semanal4 Semanal5 Semanal6 Semanal?

Control 0,00£0,00a 0,04+0,20a 0,62+152a 0,83tl,76a 0,83+199a 0,50+1,10a
T-1 1,00+2,41ba 1,87+230b 1,83+246a 241+2,76ba 2,12+2,04a 1,54+2,39a

T-11 2,20+2,70b  2,04+297b 2,58+4,16a 1,29+1,78b 2,29+3,04a 2,00+2,85a

Losvaloresindican Promedio (X) + Desviacion estandar (DE). Las | etras diferentes acompafiando
alosvalores, indican que hay diferenciasignificativaentre medias, segtin el Test de Tukey (P<0,05).
Fuente: Propia, (2005).

aposteriori de comparacién de mediasde Tukey y los tratamientos apli-
cados en lainvestigacion a menos uno es diferentes para esas semanas
de muestreo. Las tasas de proliferacion de estos tejidos cultivados no
son uniformes y dependen de factores como el tamafio del explante, la
composicion del medioy el estadofisioldgico del tgjido. Segin Cronauer
y Krikorian, (1983a), citado por Rocay Mroginski (1993) lainduccién,
el control del crecimiento y lamorfogénesis estén determinados por las
relaciones hormonal es suministradas en el medio de cultivo (sustrato).
De estamanera pudo determinarse la obtencion de plantulas mediantela
técnicain vitro a partir de meristemas florales masculinos, promovidas
por la presencia de Citoquinina BAP, en 28 semanas.

Los primordios, provenientes del tratamiento TlI, una vez individua-
lizadosy cultivadosen el medioMS4 con 1,5 mgl* deANA, seaargaron
y desarrollaron el aparato fotosintético, presentando caracteristicas de
un véstago, mientras que los primordios originados del TI, su alarga-
miento fue en menor proporcién, lento y de color blanquecino (Figurah)
dando una apariencia abina, igual que en el ensayo de Zamora (2002).
Al disminuir laconcentracion ANA en el medio de cultivo, enlosvastagos
provenientes de Tl y TIl se indujo la formacion de raices. Las plantas
fueron aclimatadas y actualmente se encuentran en evaluacion en el
campo.
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ORGANOGENESISDE RAICESEN GERANIO!

SandraAlvaT.*, MairaOropeza C.* y Teresa Edith Vargas C.*

RESUMEN

Lainduccion de formacion de raices mediante técnicas de cultivo in vitro se propone
como una via para la obtencion de metabolitos secundarios de diferentes plantas en
condiciones asépticas, representando una alternativa para las diferentes especies de
geranio, apreciadas por sus cualidades medicinal es. En Pelargonium peltatumlainduccién
hacialaformacion de raices fue observada al cultivar secciones de diferentes explantes
en el medio con las sales Murashige y Skoog (MS) en 1962 suplementado con tiamina
(0,4 mg IY), mio-inositol (100 mg I%), sacarosa (30 g I%), &cido ascorbico (100 mg I),
cisteina (50 mg |1), diferentes combinaciones hormonaesy solidificado con agar (8g1%),
e incubadas bajo condiciones de luz. Las combinaciones hormonales empleadas para
cada explante fueron: Para segmentos de hoja se empled Cinetina (K, 5mg %) + Acido
Naftaleno Acético (ANA, 1 mg |'%); parasegmentos nodalesK (8 mg 1) + ANA (1 mg I%);
para microesquejes Bencilaminopurina (BA 0,5 mg 1) y BA (2 mg I + Acido Indol
Acético (AIA, 0,2 mg I'%). Bgjo estas condiciones en todos |os explantes probados se
observo laformacién de callo ala primera semana de cultivo. A |os 3 meses se apreci
el desarrollo deraices en los diferentes explantes, encontrandose el mayor porcentaje de
explantes con callo en los obtenidos a partir de secciones de hoja (73%), mientras que el
mayor porcentaje de callo con formacion de raices se observo en los obtenidos a partir
de microesquejes (100%).

Palabras Clave: Callo; raices; cultivo in vitro; Pelargonium peltatum.

1 Estainvestigacion ha sido financiada por €l consegjo de Desarrollo cientifico y
Humanistico delaUniversidad Central de Venezuela, atravésdel Proyectoindividual
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*  Profesores. Universidad Central de Venezuela. Facultad de Ciencias. Instituto de
Biologia. Centro de Botanica Tropical. Laboratorio de Biotecnologia.
E-mail: moropeza@ciens.ucv.ve

RECIBIDO: febrero 20, 2006.
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ROOT ORGANOGENESISIN GERANIUM?

SandraAlvaT.*, Maira Oropeza C.* y Teresa Edith Vargas C.*

SUMMARY

Theinduction of rootsby in vitro culture techniquesis proposed asamethod
for the procurement of secondary metabolites from different plants species
under aseptic conditions. For geranium, highly appreciated for its medicinal
value, thisrepresents an alternative. In Pelargonium peltatum the induction
of roots was obtained culturing different explants on MS (1962) medium,
supplemented with thiamine (0,4 mg IY), myo-inositol (100 mg I*), sucrose
(30 g I'), ascorbic acid (100 mg I1), cysteine (50 mg I%), different growth
regulators combinations, solidified with agar (8 g I') and incubated under
white fluorescent lamp. Hormonal combinations used for each explant were:
for leaf segments Kinetine (K, 5 mg It) + Naphtal enacetic acid (NAA,
1mgI%); for nodal segments, K (8 mg 1Y) + ANA (1 mg I-%);for microcuttings
6-Benzylaminopurine (BA, 0,5 mg I1); and BA (2 mg IY) + Indoleacetic
acid (IAA, 0,2 mg I'Y). Under these conditions, callus tissue formation was
observed for all trestmentsat thefirst week of invitro culture. Three months
later, development of hairy roots was observed on explants, finding the
major percentage (73%) of explantswith callusesfor leaf segments cultured
on SH medium, while, calluses originated from microcuttings cultured on
ME1 medium showed the highest hairy root development (100%).

Key Words: Calus; root; in vitro culture; Pelargonium peltatum.

1 Estainvestigacion ha sido financiada por €l consgjo de Desarrollo cientifico y
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INTRODUCCION

Todos los Pelargonium tienen su origen en Africa del sur, Pelargonium
peltatum perteneciente alafamilia Generaniaceae es conocidacomo ge-
ranio de hojas de hiedra. Su importancia no esta basada sélo en su utili-
dad ornamental sino también medicinal y como aditivo en todo tipo de
productos para el cuidado de la piel. Aranguren (2005), realiz6 un estu-
dio en laregion de Bailadores, en €l municipio Rivas Déviladel estado
Mérida (Venezuela). De un total de 101 que son empleadas con fines
medicinales el geranio fue incluido entre 20 especies medicinales de
valor relativo importante.

Algunos quimicos derivados de las plantas son fuente invalorable de
una variedad de farmacos, condimentos, colorantes, aceites y resinas
(Balandrin et al., 1985). Muchos de estos fitoquimi cos val orados comer-
cialmente son metabolitos secundarios, producidos en pequefias canti-
dades, y amenudo acumulados en tejidos especificos (Kim et al ., 2002).

En algunas especies de geranio apreciados por sus cualidades medici-
nales, los metabolitos secundarios son extraidos de las raices. En condi-
ciones in vitro, las raices crecen lentamente a menos que una auxina
exdgena sea afiadida al medio, € cultivo in vitro de raices se propone
como una via parala obtencién de material vegetal parala produccion
de fitoquimicos de interés en geranio. El objetivo de estainvestigacion
es establecer las condicionesin vitro parainducir laformacion de raices
en geranio.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal: se utilizaron como explantes discos de hoja de
0,8 cm?, segmentos nodales de 1 cm y microesgquejes de 1,5 a 2 cm.
Desinfeccion: los explantes fueron desinfectados mediante lavado con
aguay jabon comercial, seguido por un lavado con solucién povidine
(15 min), lavado con solucion fungicida (VITAVAX, 30 min), lavado
con cloro comercial (20%) y Tween 20, y por Ultimo tres enjuagues con
agua destilada estéril bajo camara de flujo laminar. M edios de cultivo:
los explantes se cultivaron en los medios conformados por las sales
Murashigey Skoog (M S, 1962) suplementados con tiamina (0,4 mg %),
mio-inositol (100 mg I%), &cido ascorbico (100 mg I%), cisteina (50 mg %),
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sacarosa (30 g 1), y solidificado con agar (8 g I'). Los diferentes trata-
mientos empleados fueron los siguientes: Segmentos de hoja (SH)
Cinetina (K, 5mg 1Y) + Acido Naftaleno Acético (ANA, 1 mg |%);
Segmentos nodales (SN) K (8 mg I1) + ANA (1 mg I'%); Microesquejes,
(ME1) BA 6-Bencilaminopurina (0,5 mg I*), (ME2) BA (2 mg I*) +
Acido Indol Acético (AIA, 0,2 mg ).

RESULTADOSY DISCUSION

Baj o las condiciones anteriormente mencionadas, |os explantes probados
mostraron la formacion de callo ala primera semana de cultivo; apre-
ciandose alos 3 meses aproximadamente el desarrollo de raices en los
diferentes explantes; encontrandose el mayor porcentaje de explantes
con callo en secciones de hoja (73%) en el medio SH (Cuadro). Asi
mismo, €l mayor porcentaje de callo con formacién de raices se observo
en e medio MEL (100%, Cuadro). Saxenaet al. (2000) en su experiencia
mostraron que para inducir la formacién de callo en los explantes se
necesitacolocar bajas concentraciones de auxinafrente alaconcentracion
de citoquinina

CUADRO. Porcentgjesdeformacion decalosy raicesen diferentes
explantesy mediosde cultivo alostresmesesdeiniciado

el cultivo.
Tratamienros SH SN ME1 ME2
N° Explantes 60 52 34 20
% Explantes con callo 73 13 9 15
% Callo con formacion de raices 23 3 100 33

(SH) K (5 mg I'Y) + ANA (1 mg ), explante hoja.

(SN) K (8 mg 1) + ANA (1 mg ), explante segmento nodal.
(MEZ1) BA (0,5 mg |%), explante microesqueje.

(ME2) BA (2mg 1Y) + AIA (0,2 mg IY), explante microesqueje.
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En éste caso en todos los tratami entos se observd laformacion de callo,
pero sdlo en e medio SH donde la proporcidn auxina-citocinina fue
intermedia se obtuvo € mayor porcentaje de formacion de callo. Sin
embargo, la organogénesis parala produccion de raices fue inducida en
mayor porcentaje solo en el tratamiento MEL, sinlapresenciade auxina,
debido posiblemente a que este tejido posee un alto contenido endégeno
de la hormona. La Figura muestra la formacion de callos y raices en
estos medios de cultivo.

FIGURA. (A) Callosy raicesformadasen medio SN; (B) en medio
SH; (C-D) Callosy raicesformadas en el medio ME1ly
ME2.
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MORFOGENESISin vitro DE DRASENAS

Galid Y. PérezH.*, Claret C. Michelangeli de Clavijo**
yAdaM.MedinaM .**

RESUMEN

Parael estudio delamorfogénesisin vitro de Dracena sanderiana se eval uaron dos tipos
de explantes (tallo y hoja) con diferentes reguladores de crecimiento: 2,4-D (0,5; 1,0y
1,5mg ) sélo o en combinacion con 0,5 mg I de cinetinaen oscuridad; y BA (0,5; 2,0
y 3,5 mg I'%) suplementado con 200 mg I* de mio-inositol bajo iluminacion artificial;
todos en medio MS'y a 29+2 °C. Los resultados indicaron que el uso de 2,4-D s6lo a
concentraciones de 0,5 mg I, indujo la formacién de callos y raices a los 60 dias de
cultivo apartir de explantes detallo. En combinacion con cinetina se formaron callosen
explantes de tallo y vaina foliar, pero en muy bajo porcentaje (20%). En explantes de
tallo con yema, seindujo laformacion de brotes en los medios suplementados con BA y
testigos; mientras que a mayor concentracion de BA, mayor nimero de brotes por
explante, pero de menor tamafio. A los 210 dias de cultivo, los brotes obtenidos fueron
enraizados tanto in vitro (M S suplementados con ANA a 0,5 mg 1), como in vivo (in-
mersién breve en una solucion de ANA (0,5 mg 1Y) y colocados en sustrato Sunchine).
Bajo condiciones in vitro se indujeron raices en un 40-80%, mientras que in vivo las
raices se presentaron en todos | os brotes, excepto agquellos provenientes del tratamiento
con BA de mayor concentracion, probablemente debido a un efecto residual de BA,
presentandose mayor nimero de raices en los brotes de mayor tamafio (>4cm).

Palabras Clave: Dracena sanderiana; cultivo in vitro; morfogéness.

*  Asistente de Proyecto Bioseguridad MARN. Tesis de grado.

** Directoray Profesora. UCV. Facultad de Agronomia. Centro de Investigaciones en
BiotecnologiaAgricolaeIngtituto de Genética, respectivamente. Apdo.4579. Maracay
2101, estado Aragua. Venezuela. E-mail: claremiche@gmail.com

RECIBIDO: febrero 20, 2006.

577



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL N°4

Invitro MORPHOGENESIS OF DRACENA

Galid Y. Pérez H.*, Claret C. Michelangeli de Clavijo**
yAdaM. MedinaM **

SUMMARY

In order to study in vitro morphogenesis of Dracena sanderiana, two
different explantsin MS medium at 29+2 °C were evaluated. The effect of
2,4-D plant growth regulator alone (0,5; 1,0 and 1,5 mg I'%) or in combination
with kinetine (0,5 mg I%) in dark conditions, and BA (0,5; 2,0 and 3,5 mg %)
containing myo-inositol (200 mg 1Y) under illumination (16-h photoperiod)
were tested. Shoot explants produced callus and roots on 0.5 mg 11 2,4-D
medium after 60 days of cultivation. Callustissue wasformed on leaf sheath
and shoot explants at arate of 20% on a medium supplemented with 2,4-D
and kinetine. On the other hand, adventitious shoot buds were devel oped
on nodal explants both on a growth-regulator-free medium and
BA-containing medium. At higher concentrations, BA enhanced the number
of adventitious shoots but smaller in size. After 210 days, the regenerated
shoots were rooted either on MS medium containing 0,5 mg |, or briefly
immersed in ANA solution of the same concentration and directly potted in
a sterilized perlite-vermiculite mixture under mist conditions. The
regenerated shoot buds cultured from 3,5 mg I BA medium failed to
stimulate rooting, probably dueto aresidual effect of BA. However, all the
other treatments were effective. Roots were formed at a 40-80% rate on
ANA containing medium and up to 100% of the shoots rooted under mist
conditions; the number of roots regenerated were highest when shootswere
greater than 4 cm in length.

Key Words: Dracena sanderiana; in vitro culture; morphogenesis.
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INTRODUCCION

Lasdracenas, Dracena sanderiana ocupan un lugar destacado como or-
namentalesdeinterior, debido principalmente alafacilidad de su cultivo
y la notable variegacion de sus hojas (Sanchez, 2002). Pertenecen ala
familia boténica de las Agavaceae, nativa de Cameriin y Congo. Inclu-
yen un cultivar llamado ‘ bambu de la suerte’ porque al deshojar los es-
quejes e tallo presenta un aspecto lefioso similar al del bambly es sim-
bolo de prosperidad y fortuna en paises asiéticos. Otro cultivar es la
‘planta de la cinta’ que se caracteriza por poseer bandas blancas a lo
largo de sus hojas (Inteliven.com, 2004).

En el pais, estas plantas son importadas y colocadas a un alto costo di-
rectamente al consumidor. Son pocos | 0s viveristas que cuentan con es-
tos cultivares porgque su propagacion requiere estacas de tallo de a me-
nos unos 10 cm de largo, 1o que implicaria cantidades considerables de
material vegetal (Sanchez, 2002).

Debido a la alta demanda, su propagacion in vitro podria generar una
produccion acelerada de plantulas, aumentando el nimero de plantas
madres o el nUmero de cultivares en espacios reducidos (Roca y
Mroginski, 1991). En este sentido, setiene por objetivo evaluar laregene-
racion directa o indirecta de esta especie mediante técnicas de cultivo de
tejidosy determinar larespuestade enrai zamiento delos brotes obtenidos
invitro.

MATERIALESY METODOS

Se usaron explantes de hojas y tallos de |a parte apical de plantas
jévenes propagadas por estacas, creciendo en viveroscomerciales. Previa
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2,0%, se tomaron porciones
de 1,0 cm? de hoja (tanto delavainacomo delaldmina) y dediscosde 3
mm detallo; las cualesfueronincubadas en medio basico MS (Murashige
y Skoog, 1962), atres concentraciones de 2,4-D (0,5; 1,0y 1,5 mg I}
parael primer experimento (1), y con estastres concentracionesde 2,4-D
en combinacion con una Unica de cinetina (0,5 mg I%) para el segundo
(11); todas complementadas con 2,0 mg | de caseina hidrolizada, bajo
condiciones de oscuridad a 29+2 °C por 160 dias. Asi mismo, para €l
tercer experimento (l11) se usaron secciones de tallo con nudos, que se
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colocaron en medio M S suplementado con BA (0,5; 2,0y 3,5mg 1) con
mio-inositol a200 mg I

A los60 diasfueron transferidos amedio fresco bajo iluminacién fluores-
centea 20 pmol m2s? con un fotoperiodo de 16 horasy aunatemperatura
de 29 + 2 °C; posteriormente, a los 210 d se pasaron a medio de
enraizamiento in vitro (MS + ANA 0,5 mg ) ein vivo (sustrato estéril
de vermiculitay perlita, previamente sumergidos en ANA (0,5 mg 1)
por 10 segundos aplicando riego con propagador de nebling). Para la
evaluacion de todos los ensayos se uso un disefio completamente
aleatorizado, con trestratamientos mas un testigo y 10 repeticiones por
tratamiento. Paralos experimentos| y 11, launidad experimental estuvo
constituida por tres explantes por capsula de Petri; mientras que para el
experimento 111 la undiad experimental estuvo constituida por cuatro
frascos, con un explante por frasco.

Lasvariablesevaluadasfueron: nimero de explantescon callos, didmetro
mayor del callo, tamafio y nimero de brotesy nimero de raices/explante.

RESULTADOSY DISCUSION

L osexplantes provenientes deldminafoliar no produjeron callosen nin-
gunadelas concentracionesde 2,4-D utilizadas, solas 0 en combinacion
con 0,5 mg I cinetina. Por el contrario, los explantes provenientes de
talloy vainafoliar expresaron su capacidad morfogénicaconlapresencia
de callos y raices. Cuando se us6 2,4-D a concentracionesde 0,5y 1,0
mg I, no se observaron diferencias significativas en |los tratamientos y
loscallosobtenidosfueron similaresalosdescritos por Vinterhater (1989)
y Chuaet al. (1981), de color amarillento, apariencia granulosay com-
pactos ver (Figura a).

Segun prueba de Tukey, la adicion a medio de 2,4-D en bajas concen-
traciones, result en unamayor cantidad de explantes con callos, mayor
tamario delos mismosy mayor nimero de raices/explante (ver Figurab)
seglin se observa datos de Vinterhalter (1989) y Chuaet al. (1981); las
altas concentraciones de 2,4-D (1,5 mg I%), solo 0 en combinacion con
0,5mg | decinetina, tendieron ainhibir estaexpresién. En consecuencia,
los explantes provenientes de tallo presentaron mejor respuesta
morfogénica, alin cuando no se observo regeneracion de plantas.

Por otra parte, con el uso de BA en el medio se formaron brotes a partir
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FIGURA.

Morfogénesis in vitro de dracena. @) Callo formado alos
100 dias de cultivo a partir de explantesdetaloen 1,5 mg It
2,4-D; b) Raices formadas alos 100 dias de cultivo en 0,5
mg I 2,4-D; ¢) Numerosos brotes obtenidos en 3,5 mg |1
BA; d) Brote obtenido en 2,0 mg It BA; €) Brotes enrai-
zados en 0,5 mg I"* ANA alos 110 dias de cultivo f) Brote
enraizado alos 110 dias en condiciones de invernadero.
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de segmentos nodales, los cuales incrementaron su tamario posterior a
los 60 dias de cultivo. Las pruebas de Kruskal y Wallis detectaron dife-
rencias significativas entre los tratamientos para la variable nimero de
brotes. Se pudo observar que amayores concentracionesde BA, aumento
el nimero de brotes (hasta 8 brotes/explante) tal como se apreciaen la
Figura c, mientras que a bajas concentraciones y en el testigo, solo se
formo un brote/explante ver (Figurad); o cua evidencio lapotencialidad
gue tiene la citocina en promover ladivision celular.

Al transferir brotes a condiciones de enraizamiento, se indujeron raices
en un 40 a 80% bajo condiciones in vitro (Figura €) y se presentaron
raices en todos|os brotes en condicionesin vivo (Figuraf), excepto aque-
[los provenientes del tratamiento con BA de mayor concentracion, pro-
bablemente debido a un efecto residual de BA. EI mayor nimero de
raices se obtuvo a partir de los brotes de mayor tamafio (>4cm); poste-
riormente, continuaron su crecimiento, formando hojas, engrosando su
tallo y desarrollandose finalmente en pléntulas.
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VARIACION SOMACLONAL
EN SEIS GENOTIPOS DE ARROZ*
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RESUMEN

El objetivo de la investigacion se basd en utilizar Somaclones (S) de 6 genotipos de
arroz, Oryza sativa L., mejorando algunas caracteristicas agronémicas y de calidad de
grano através de variacion somaclonal en lavariedad CIMARRON” y las lineas avan-
zadas. “CT10310-15-3-2P-4-3", “CT10338-16-1-1-1T", “CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-
M”, “CT9868-3-2-3-1-4P-M-1-3P" y “CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P". Tres S de
CT10310-15-3-2P-4-3, de 41 S evaluados en INIA Guarico, presentaron los mejores
resultados para calidad de grano (mayor porcentaje de grano entero, centro blanco y
yeso reducidos) y uno de estos S presentd ademas unareduccion en la esterilidad de las
espiguillas. La caracterizacion molecular fue realizada con marcadores RAPDs (ADN
polimérfico amplificado al azar), [levados a cabo en el Laboratorio de Biotecnol ogiadel
INIA-CENIAP. Latemperaturade gel atini zacion de CT9868-3-2-3-1-4P-M-1-3Pmejoro,
encontréndose S con valores intermedios. Cuatro S de CIMARRON mostraron menor
porcentaje de infeccidn con el virus de lahojablanca, pasando de 75% deinfeccion aun
méximo de 30% de infeccion en los S. En los S de CT10338-16-1-1-1T no se obtuvo
ninguno con resistencia completa a dafio directo de sogata (Tagosodes orizcolus), sin
embargo, algunos de ellos presentaron reaccion intermediaal insecto. El 92,47% delos
S de CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-M resultaron resistentes a virus de hojablanca. Los S
del CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P evaluados en INIA Portuguesa tuvieron un
comportamiento agronémico inferior al testigo local.

Palabras Clave: Arroz; Oryza sativa L.; somaclon; RAPDs.
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SOMACLONAL VARIATION OF SIX RICE GENOTYPES
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SUMMARY

The objective of this research was Somaclones of six genotypes of rice,
Oryzasativa L ., toimprove some agronomic and grain quality characteristic
of the following breeding lines: “CIMARRON", “CT10310-15-3-2P-4-3",
“CT10338-16-1-1-1T", “CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-M", “CT9868-3-2-3-
1-4P-M-1-3P" and “ CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P". Of 41 somaclones
evaluated, three CT10310-15-3-2P-4-3 somaclones were found to have
better grain quality, white belly reduction and decreased endosperm
chalkiness and one somaclone, also showed lower panicle sterility when
evaluated in INIA Guéarico. Molecular differentiation was performed at the
Biotechnology Laboratory of INIA-CENIAP, using random amplified
polymorphism DNA (RAPDSs). Gelatinization temperature of CT9868-3-2-
3-1-4P-M-1-3Pimproved, changing from low to medium. Four somaclones
of CIMARRON showed reduced hoja blanca virus infection, from 75%
infection in the check to amaximum of 30% of infection in the somaclones.
Some somaclones derived from CT10338-16-1-1-1T showed intermediate
reaction to direct damage caused by the brown plant hopper (Tagosodes
orizicolus), no one was found to be completely resistant. About 92.47% of
CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-M somaclones were resistant to hoja blanca
virus. Somaclones from CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P evaluated in
INIA-Portuguesa had an inferior agronomic behavior.

Key Words: Rice; Oryza sativa L.; somaclone; RAPDs.
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INTRODUCCION

Lavariacion somaclond (S) se puede definir como lavariabilidad genética
generada durante la préctica de cultivo de tejidos (Larkin y Scowcroft,
1981), lacua ofrece nuevas aternativas en el campo de mejoramiento
genético. Involucra caracteres recesivos y variabilidad que puede ser
diferente a la obtenida normalmente por los métodos convencionales
(Schaeffer, 1982).

Puede resultar de gran utilidad en la incorporacién o modificacion de
caracteres dentro de una variedad de arroz; puesto que puede generarse
variabilidad genéticaviasomacultivo paracaracteristicas como laaltura,
numero de macollas por plantay esterilidad delas espiguillas, megjorando
significativamente el val or agronémico delaplanta (Pachén, 1988); per-
mitiendo exponer y recuperar cualquier variabilidad escondida en los
genotipos, ofreciendo la posibilidad de inducir mutaciones.

A través de lavariacion S, se producen cambios genéticos heredables.
Es un método simple y sencillo, usado en la biotecnologia moderna.
Varios S de seis genotipos de arroz, Oryza sativa L., obtenidos en el
laboratorio de CultivosdeAnterasdel Centro Internaciona deAgricultura
Tropical-Colombia (CIAT), fueron probados por €l Plan Nacional de
Mejoramiento Genético deArroz de Venezuel a. El objetivo delainvesti-
gacionfueel demejorar algunas caracteristicas agrondmicasy de calidad
de grano através de variacion en lavariedad CIMARRON vy las lineas
avanzadas: CT10310-15-3-2P-4-3, CT10338-16-1-1-1T, CT9682-2-M-
14-1-M-1-3P-M, CT9868-3-2-3-1-4P-M-1-3P y CT9509-17-3-1-1-M-
1-3P-M-3-3P.

MATERIALESY METODOS

Durante 1998 fueron obtenidos en el CIAT-Colombiavarios Sapartir de
6 genotipos de arroz: CIMARRON, CT10310-15-3-2P-4-3, CT10338-
16-1-1-1T, CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-M, CT9868-3-2-3-1-4P-M-1-3P
y CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P; los cuales posteriormente se
evaluaron bgjo las condiciones de Venezuela.

Cadagrupo de S se evalué para el factor por el cual fueron sometidos a

variacion S bajo condiciones controladas en Colombia 'y de campo en
Venezuela, ademas de las caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y
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agronémicasdelasplantasasi como lareaccion aplagasy enfermedades
de acuerdo a Sistema Internacional de Evaluacion del Arroz del IRRI
(1996, 2002).

Para determinar esterilidad en las paniculas de CT10310-15-3-2P-4-3,
fueron cosechadas 10 paniculas/somaclon en ensayo establecido en los
Bancos de San Pedro, Calabozo (INIA Guarico), bajo un disefio comple-
tamente al eatorizado con 50 plantas/somacl on, determinandose el nlmero
de granos llenos y granos vanos, respectivamente. La diferenciacion
molecular de tres de estos Sy €l testigo fue realizada con marcadores
RAPDs (ADN polimoérfico amplificado al azar), llevado a cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia del INIA-CENIAP, en e 2004. Para la
evaluacién de acame, el ensayo fue establecido en el campo experimental
de INIA Portuguesa bajo un disefio de bloques de Federer, con unidad
experimental de 8 m?, empleando como testigo a cultivar que le dio
origen y Cica8 por presentar problemas de vuelco (acame).

RESULTADOSY DISCUSION

Cuatro de CIMARRON mostraron significativamente un menor
porcentaje de infeccion con el virus de la hoja blanca, pasando de 75%
deinfeccidn (testigo) aun maximo de 30% deinfeccion enlos S (Cuadro
1).

CUADRO 1. Porcentgje deinfeccion, somaclones (S) de Cimarron.

Cadigo Replica 1(%) Replica 2(%) Replica 3(%) Promedio
S17 40,6 15,3 17,3 24,4
S19 20,0 21,1 41,02 27,3
S24 24,6 26,1 10,4 20,5
S-29 54,1 21,25 15,4 30,3
Cimarrén 74,0 739 76,0 74,6
(Testigo)

Fuente: FLAR-CIAT.
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Tres S de CT10310-15-3-2P-4-3, de 41 evaluados en INIA Guarico
(Cuadro 2), presentaron los mejores resultados para calidad de grano
(mayor porcentagje de grano entero, centro blanco y yeso reducidos) y
uno de estos S también present6 una reduccion en la esterilidad de las
espiguillas; cuya caracterizacion molecular fue detectada a través de
RAPDs (ADN polimérfico amplificado al azar). El S 40 result6 el mas
bajo en esterilidad de paniculacon un 17% en comparacion con €l testigo
(36%).

CUADRO 2. Cadlidad de grano en los somaclones (S) del CT10310-
15-3-2P-4-3.

Trat. H% Blanco GE. GP. Yeso GP+Y PN. GD Tipo

Total % % % % (%) % %
s 1219 6930 61,00 1,00 1,20 220 040 040 |
S5 1206 6900 6000 1,60 1,00 260 000 080 |
S0 11,19 6820 6300 0,80 1,00 1,80 000 080 |

Testigo 11,47 68,33 52,07 500 620 11,20 020 080 1l

Trat.= Tratamiento; H= Humedad; G.E.= Granos enteros, G.P= Granos Panzablanca; PN.= Granos
punta negra; G.D.= Granos dafiados.
Fuente: Corina-Provenaca-INIA Guarico.

En los S de CT10338-16-1-1-1T no se obtuvo ninguno con resistencia
completaal dafio directo de sogata (T. orizicolus), aunque tienen buenas
calificaciones en una o dos replicas, generalmente presentan una
evaluacion mala; sin embargo, muestran unacon reaccién intermedia al
insecto, es decir, unamejor respuesta que lalinea original .

El 92,47% de los S de CT9682-2-M-14-1-M-1-3P-M resultaron resis-
tentes al virus de hojablanca. En 146 S de CT9868-3-2-3-1-4P-M-1-3P
mejoré la temperatura de gelatinizacién, encontrandose con valores
intermedios, o que significaquelatécnicafue efectivayaque el material
original se presentacomo de TG baja.
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LosSde CT9509-17-3-1-1-M-1-3P-M-3-3P no presentaron acame, pero,
tuvieron un comportamiento agronémico inferior a testigo local, por lo
cual, fueron descartados. En cuanto alacaracterizacion molecular delos
tres Sde CT10310-15-3-2P-4-3, enlamayoriadelosiniciadores utiliza-
dos los S presentan patrones de bandas similares entre si y parecidas a
las que exhibe el genotipo que les dio origen (T). Existen diferencias
entre ellos, especialmente cuando se compara S5 con su progenitor; 1a
muestraT enlamayoriadelos casos siempre presento patrones de bandas
similaresoidénticosa S4y SA40 quederivaron del mismo; estosresultados
coinciden con Goodwin et al. (1997), los cuales estudiaron 8 familiasde
S de arroz, estableciendo polimorfismos que permitian identificar cada
grupo mediante marcadores RAPD.

CONCLUSIONES

- Con los resultados antes expuestos se evidencia la aplicacion de la
variacion S en el megjoramiento genético del cultivo arroz, la cual
resulté mésfavorable paraa gunas caracteristicas, especia mente aque-
Ilas relacionadas con la calidad de grano.

- Enlamayoriade losiniciadores utilizados los S de CT10310-15-3-
2P-4-3 presentaron patrones de bandas similares entre si y parecidas
alasque exhibe el genotipo quelesdio origen, existiendo diferencias
entreellos, permitiendo confirmar lautilidad de RAPD paradiferenciar
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RESUMEN

El saman, Albizia saman, es un érbol usado ampliamente, su maderaes muy estimadaen
algunos lugares para la elaboracion y tallado de muebles. El uso indiscriminado y la
falta de programas de recuperacion, renovacién y mejoramiento de la especie ha
ocasionado un deterioro a nivel genético haciéndolo susceptible a ataque de plagas 'y
enfermedades. La embriogénesis somética (ES) se asoma como una alternativa parala
propagacion asexual de esta especie, ya que la semilla sexual presenta problemas de
latenciay contaminacion enddgena. El objetivo delasiguienteinvestigacion fueinducir
laformacion de callosy ES a partir de cotiledones y embriones cigéticos inmaduros en
€l medio de Murashigey Skoog, evaluandose dostipos de reguladores: Citocinina(TDZ)
y Auxina(2,4-D). Lainduccion de ES en saman se produjo en | os cotiledonesinmaduros
implantados en el medio de cultivo constituido por las sales de Murashige y Skoog
suplementado con 0,01 mg It TDZ y 30 gr I sacarosa, bajo condiciones detotal oscuridad
y 28 °C. Se demostr6 la influencia positiva de la citocinina en €l desarrollo de ES en
comparacién con las auxinas.

Palabras Clave: Albizia saman; embriogénesis somética; TDZ.
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SOMATIC EMBRYOGENESISIN POD TREE

Rosalia Velasquez S.*, Jestis Colmenares*, Marilu Chirinos*,
Arnaldo Noguera* y Miguel Pérez*

SUMMARY

Pod tree has been largely used during the last years for its wood is highly
appreciated for el aboration and design of household furniture. Indiscriminate
used and the lack of recuperation, renewal and breeding programs have
provoted damage at the genetic making the species more susceptible to pest
and diseases. Somatic embryogenesis (SE) isagood alternative for asexual
propagation, because seeds have too many problems with germination and
endogen contamination. Callus and SE induction from immature cotyledon
and embryos growing in M S medium and provided with two different grow
regulators (auxins and cytokinins) were the objectives of study. The SE
was induced from immature cotyledons, growing in MS medium supple-
mented with 0,01 mg I TDZ and 30 g | sucrose under dark condition and
28 °C. It was demonstrated that the cytokininsinduce a better devel opment
of explant than the auxins.

Palabras Clave: Albizia saman; embriogénesis somética; TDZ.

*  Personal Docente e Investigacion. Universidad Central de Venezuela. Facultad de
Agronomia(UCV-FAGRO). Instituto de Genética. Laboratorio de Cultivo de Tejidos
CIBA. Apdo. 4579. Maracay 2101, estado Aragua. Venezuela.
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INTRODUCCION

El samén, Albizia saman (Jaack) F. Muell, es un &rbol de rgpido creci-
miento en su ciclo vegetativo y puede alcanzar una alturaentre 12,20 m
y 15,20 m. Cominmente es usado como &rbol para pasto, sombra y
ornamental, ademas de tener utilidad enlaindustriamaderera. Este &rbol
originario del Nuevo Mundo es muy cultivado y usado en €l Sur Estey
el Sur de Asia, por lo que es a menudo equivocadamente considerado
Como hativo de ésa &rea.

Aungue por lo general selecultivacomo arbol de sombra, su maderaes
muy estimadaen algunoslugares paralaelaboraciony tallado de muebles
(Roshetko, 1995). El uso indiscriminado del samany lafatade programas
de recuperacion, renovacion y mejoramiento de esta especie ha ocasio-
nado un deterioro anivel de su genéticahaciéndolasusceptible a ataque
deplagasy enfermedades. El mejoramiento de este cultivo esmuy lento,
debido a que poseen un ciclo de vidalargo, una alternativa que pudiera
ayudar en estos programas larepresentalatécnicade Cultivo de Tejidos
mediante la obtencidn de embriones sométicos (ES; Skolmen, 1990).

Laembriogénesis ocurre en células completamente ai sladas bajo medios
de cultivo ricos en auxinas, las cuales inducen la division celular, que
luego se diferencian lentamente en un medio rico en citocinina(Ramisy
Velésguez, 2001; Rocay Mroginski, 1991).

L as auxinas como regulador de crecimiento ha sido usada con éxito en
algunas|eguminosas como por jemplo el mani, Arachishipogea, donde
el 2,4-D esel mésefectivo. Se hasefialado lainduccion de ESapartir de
cotiledones inmaduros en especies de P. sativum y Medicago sativa,
utilizando para ello el medio basal de Murashigey Skoog (MS) suple-
mentado con 1 mg |+, 2,4-D (Doorneet al., 1994; Meijer y Brown, 1987).

Por otro lado, €l thidiazuron (TDZ), siendo unacitocinina, hademostrado
ser més efectivo que todos los tipos de adenina citokininas para la
induccion de ES en varias especies de plantas, en especia en especies
lefiosas recalcitrantes (Brent, 2000; Mok et al., 2000; Chavez et al.,
1998).
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La presente investigacion tuvo como objetivo inducir la formacion de
ES apartir de cotiledones y embriones cigéticos de saméan, paraello se
evalud € efecto de una auxina (2,4-D) y una citocinina (TDZ) sobre la
induccién y desarrollo de callos embriogénicos.

MATERIALESY METODOS

Estainvestigacion sellevd acabo en el Laboratorio de Cultivo de Tgjidos
del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA),
Universidad Central de Venezuela,Facultad de Agronomia.

Como explantes se utilizaron cotiledones y embriones cigoéticos
inmaduros extraidos de vainas inmaduras de 10 a 15 cm de largo. Las
semillas extraidas fueron desinfectadas en una solucion de hipoclorito
de sodio comercial a 50% durante 5 minutos y enjuagadas con agua
destilada estéril.

El tamafio de las semillas estuvo comprendido entre 1y 0,5 cmdelargo.
Los cotiledones junto a los embriones fueron implantados en los dos
tratamientos, uno conformado por |as salesbéasi cas de Murashigey Skoog,
30gltsacarosay 0,01 mglt. TDZ (M1)y €l otroigua mente constituido
por las mismas sales, pero suplementado con 1mg 11 2,4-D (M2). Una
vez implantados|os explantesen lostratamientosM 1y M2, se plantaron
bajo condiciones de total oscuridad y temperatura de 28 °C. Se
realizaron eval uaciones semanales, durante tres semanas, sobre €l por-
centgje deinduccion de callos por tratamiento. Se utiliz6 un disefio esta-
distico completamente al azar.

Unavez inducidalaformacion de call os, |os mismosfueron transferidos
aun medio compuesto por las sales bésicas de MS, 30 gr I sacarosay
0,005 mg It TDZ (M3), parainducir laformacion de ES.

Corte anatémicos fueron realizados con el objeto de determinar la
presencia de ES en cada tratamiento. Los callos de apariencia
embriogénicafueron fijados en una solucién de FAA 70% por 24 horas,
luego se sometieron a una bateria de deshidratacion con alcohol
terbutilico (50, 70, 85, 95y 100% de concentracion), para ser incluidos
en parafina. Latincién se realizd con safranina 1% y fast green 0,5%,
permitiendo diferenciar las estructuras.
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RESULTADOSY DISCUSION

Al momento del primer conteo se pudo observar que la formacién
de callos fue casi total en la superficie de los cotiledones pequefios
(0,5cm), mientras que en los cotiledones grandes (1 cm) sedesarrollaron
callos sdlo en el borde del cotileddn. El porcentaje de callos formados
en losdostratamientos se contabilizd en formatotal paraambostamarfios
de cotiledon. SAlo se observo un engrosamiento del embrion cigético,
no ocurriendo formacion de call os en estos explantes, yaque los mismos
se tornaron necroticos alos quince dias de laimplantacion.

La formacion de callos en M1, para ambos tamafios de cotiledon, fue
mayor, lo que provocé en la mayoria de los casos la deformacion del
cotiledon (Figura 1a); lo contrario sucedio en €l tratamiento M2 donde
laformacion de callosfue muy incipiente, presentandose solo en €l borde
gue mantuvo contacto con el medio de cultivo (Figuras 1b).

Se encontrd, de manera global para ambos tamafio de semillas, un ato
porcentaje de contaminacién endogena (ver Cuadro) la mismadebidaa
las condiciones en que se encontraban | as plantas madresy el exceso de
humedad del ambiente producto de las lluvias. No observandose dife-
rencias significativas entre el tamafio del cotiledon y la incidencia de
contaminantes, como ha sido referido para otros tipos de explantes.
(Ramisy Veléasguez, 2001; Brent, 2000; Rocay Mroginski, 1991).

Los callos provenientes del tratamiento M1 exhibieron poco brillo, de
color blanquecino y apariencia friable, diferencidndose las masas
proembriogénicas (Figuralc). Por €l contrario, loscallosdel tratamiento
M2 presentaban una consistencia blanda, acuosa, que se deshacian a
tomarlos con las pinzas.

A los 30 dias de transferido los callos a medio M3 se observo la
formacion de ES en forma de corazén (Figura 2a) paratodos los callos
gue provenian del medio M 1. Resultados similares fueron observados
en Espiraea ulmaria y Cassia acutifolia (Brent, 2000), ambas pertene-
cientes ala misma familia boténica del saman.

L os cortes anatémicos demostraron la presencia de tejidos conductores
(Figura 2b) en los callos provenientes de ambos tratamiento (M1y
M2) ademas de la no conexion con €l tejido parental adyacente,
siendo esto un indicativo de la induccién de ES (Michelangeli de
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Clavijo et al., 2003); sin embargo, no sevisualizd laformacion de ESen
la superficie de los callos implantados en el medio M2, esto probable-
mente sea producto de algun tipo de incompatibilidad entre la auxina
utilizada en el tratamiento M2 (2,4D) y la presente en forma enddgena

FIGURA 1. Desarrollo de calos. a) Callos desarrollados sobre €l
cotileddn tratamiento M1, b) Callos en el borde del
cotileddn tratamiento M2, ¢) Masas Proembriogénicas.

FIGURA 2. a) Desarrollo embriéon somatico fase de corazon,
b) Diferenciacion del tejido xilematico en las masas
proembriogénicas.
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CUADRO. Porcentaje de induccion de callos y contaminacion por

tratamiento.
Trat. % callosformado % % callosformados %
Long.0,5cm  Contaminacion Long. 1cm Contaminacion
M1 75 25 67 33
M2 46 54 42 58

en € cultivo, retrazando de esta maneralaformacion de ES.
CONCLUSIONES

- El medio de cultivo formado por |as sales basicas de M S suplemen-
tado con 0,01 mg I"* TDZ fue e que arrojé los mejores resultados
para la induccion de ES. Ante estos resultados se infiere que los
cotiledones inmaduros de saman deben poseer alta concentracion
enddgenade auxinas, yaqueel TDZ es capaz demovilizar lasauxinas
desde su sitio de produccién y almacenamiento enddgeno hacia los
puntos donde sea requerido un proceso de division celular tal como
fue sefialado por (Brent, 2000; Mok et al., 2000).

- El desarrollo de ES en fase de corazén y la presencia de tejidos
conductores en los mismos, indica la posibilidad de diferenciacion
de esos embriones en una planta completa, por |0 que se recomienda
praobar otros medios de cultivo parainducir el desarrollo de brotesy
raices.
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ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOL O RAPDs
EFICIENTE PARA PLANTASDE NAME

Maira Oropeza C.*, Erick A. Marilyn R.*
y Teresa Edith Vargas C.*

RESUMEN

Dada laimportancia del cultivo de flame, Dioscorea alata en Venezuelay el resto del
mundo, en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Central de Vene-
zuela se logré establecer sistemas de regeneracion in vitro para esta especie via
Organogénesisy Micropropagacion. Basado en la posibilidad de evaluar lavariabilidad
genética de estas plantas, en el trabajo se establecio un protocolo de Amplificacién al
Azar del ADN Polimdrfico (RAPDs) parael ADN deplantas de fiame. Estainvestigacion
consté de 4 pasos: 1) Extraccion del ADN: se realizd con €l protocolo propuesto por
Doyle y Doyle (1990), modificado con tratamiento con solucion limpiadora: (Etanol
76% en 10 mM (NH,COOH)) y precipitacion de oligosacaridos con Acetato de Amonio
(NH,COOH) 7,5 M; 2) Evaluacion del ADN extraido: se realizo mediante el uso de un
espectrof otdmetro seguin el protocolo planteado por Sambrook et al. en 1989; 3) Ampli-
ficacion viaRAPDs del ADN extraido: seguin €l protocolo planteado por Ramser et al.
en 1997; 4) Comprobacién de la amplificacion del ADN extraido: en gel de agarosa
1,8%. Con las modificaciones aqui sefial adas se logré obtener un protocol o adecuado de
extraccion y amplificacion del ADN de D. alata.

Palabras Clave: ADN; Dioscorea alata; RAPDs.
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ESTABLISHMENT OF AN EFFICIENT RAPD
PROTOCOL FOR YAM PLANTS

Maira Oropeza C.*, Erick A. Marilyn R.*
y Teresa Edith Vargas C.*

SUMMARY

Because of the importance of yam, Dioscorea alata plants in Venezuela
and the world, in the Plant Biotechnology Laboratory at the Universidad
Central de Venezuela, in vitro culture systems via organogenesis and
micropropagation for this plant species were established. Based on the
possihility of evaluating genetic variability in regenerated plants, aprotocol
of Random Amplification Polymorphic DNA (RAPD) for yam plants was
developed. This research was made up of four steps: 1) DNA extraction
following Doyle and Doyle (1990) protocol modified with a cleaning
treatment with 76% Ethanol in 10 mM NH,COOH and oligosaccharides
precipitation with 7,5 M NH,COOH; 2) Spectrophotometric evaluation of
extracted DNA according to Sambrook et al. (1989); 3) RAPD amplification
of extracted DNA following the protocol established by Ramser et al. (1997)
and 4) Verification of theamplification of extracted DNA using 1,8% agarose
gel. Good quality D. alata DNA extracts and efficient DNA random
amplifications were obtained using the modifications incorporated in our
protocol.

Key Words: AND; Dioscorea alata; RAPDs.
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INTRODUCCION

El flame, Dioscorea alata L, nativo de regiones calidas de ambos hemis-
ferios, esunade |as especies mésimportante del género Dioscorea, dado
su gran valor econdémico, farmacolégico y alimenticio, cultivandose a
travésdelostropicosy en parte delasregiones sub-tropicalesy templadas.
Debido alagran importancia de este género, Royero (2004), logro esta-
blecer sistemas de regeneracion in vitro para esta especie.

El cultivoinvitro puede generar alteraci ones genéticas que en su conjunto
se denominan Variacion Somaclonal (Larking y Scowcroft, 1981), por
lo que se han desarrollado numerosastécnicas paraeval uar este fendme-
no. Latécnica de RAPDs (ADN Polimérfico Amplificado al Azar) es
unade las mas eficientes y de mayor empleo paraladeteccién de varia-
ciones genéticas, no solo de plantas regeneradasin vitro (Oropezaet al .,
1995), sino también en estudios de variaciones genéticas entre variedades
de plantas de lamismaespecie (Oropezay Garcia, 1997). En el presente
trabajo, se establecié un protocol o eficiente paralaextracciony amplifi-
cacion del ADN de plantas de fiame.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal: Hojas de plantas de Dioscorea alata en condiciones
de vivero (in vivo), y hojas de plantas de Dioscorea alata regeneradas
via Organogénesis (in vitro). Extraccién de ADN: Se realizd segun el
método Doyley Doyle (1990) y se modifico segiin Weisingy Kahl (1997).
Evaluacion del ADN extraido: Se realiz6 mediante el uso de un
espectrofotometro, y se complement6 con la electroforesis en gel de
agarosa 0,8% para evaluar la integridad del ADN extraido, segin
Sambrook et al. (1989). Amplificacion del ADN extraido via RAPDs:
Seredliz6 con primers pertenecientes alaserie OPC delacasa OPERON,
segun el protocol o planteado por Ramser et al. (1997), llevandose acabo
en un volumen final de 25 W que contenia: Buffer de reaccion (1X);
MgCl, (2mM); dNTP's (0,2 mM); Iniciador (primer) (10 pM); ADN de
Dioscorea alata (100 ng Wl™); Tag Polimerasa (0,06 U. por reaccion).
L as condiciones de amplificacion se fijaron segiin el protocolo plantea
do por Ramser et al. (1997). Comprobacién de la amplificacion: Se
realizd mediante electroforesis en gel de agarosa 1,8%.
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RESULTADOSY DISCUSION

Al analizar losresultados de laextraccion del ADN de fiame, se encontro
gue este estaba contaminado con ARN, por |o que se decidié introducir
la primera modificacién al protocolo de extracciédn, la cual consiste de
un tratamiento con RNAasa“A” (10 mg ml) con lo cua se elimind la
ccontaminaciéon deARN enlasmuestras. Luego de estamodificacion, al

realizar laelectroforesis en gel de agarosa, pudo observarse que todavia
la muestra se quedaba retenida en los bolsillos del gel, hecho este que
poniaen evidenciala presencia de oligosacéridos asociados al ADN ex-
traido, por lo que se realizé la segunda modificacion: Un tratamiento
con solucién limpiadora de los oligosacéridos: (Etanol 76% en 10 mM

(NH,COOH)) y su posterior precipitacion con Acetato de Amonio
(NH,COOH) 7.5 M. Laeliminacion de estos oligosacaridos fue un paso
sumamente importante, debido a que la presencia de estos no permitiria
la posterior amplificacion del ADN al evitar que los primers se unan a
las cadenas del ADN extraido (Figura 1).

FIGURA 1.  Evauaciondelaintegridad del ADN extraido. 1 zg.: Sin
modificaciones; Der.: Luego delasmodificaciones; M:
marcador de peso molecular; DNA: Fago Lambda
EcoR1 + Hind Il (Promega); V: ADN de plantasin
vitro; O: ADN de plantasin vitro.
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Paraqueun ADN extraido presente suficiente purezaparaser amplifica-
do, debe presentar valores entre 1,8 y 2 en la relacion 260/280 al ser
leido en un espectrofotometro (Sambrook et al., 1989), por lo tanto, lue-
go de las modificaciones, se obtuvo un ADN de fiame apto para ser am-
plificado. Para evidenciar esto, se realiz6 la amplificacion via RAPDs
del ADN de plantas de fiame in vivo y de plantas de fiame regeneradas
invitroviaOrganogénesis, y d redlizar laelectroforesisen gel deagarosa
1,8% claramente se observd una amplificacion efectiva (Figura 2), por
lo que se dice que se abtuvo un protocolo eficiente de extraccion y am-
plificacion parael ADN de fiame.

VO VO VO VO

— — —

Comprobacion de la amplificadon  vie
RAPDs M: Marcador de peso molecular;
DNA: Fago Lambda EcoR1 + Hind Il
(Promega); V:  ADN de plantas in vitro;
O: ADN de plantas in vitro (Organo-
géness); P15 Primer 15; P16: Primer 16;
P17: Primer 17; P18: Primer 18. Todos los
primers son dela serie OPC de OPERON.
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MULTIPLICACION in vitro DE OCUMO Y TARO

Juan Matehus*, Gustavo Romay* y MariaA. Santana**

RESUMEN

El ocumo, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott, y el taro, Colocasia esculenta (L.)
Schott son plantas herbaceas de la familia de las Araceas. Son plantas perennes que
crecen en zonas tropicales, y cuyaimportanciaradicaen el consumo del cormo o tallo
subterraneo modificado como dérgano de reserva. El método de multiplicacion comun-
mente utilizado es por fracciones vegetativas, o que conllevaaunabajatasade multipli-
caciony aladispersion de enfermedades. Laimportanciadel establecimientoy multipli-
cacion in vitro de plantas de ambas especies con €l objeto de producir semillalibre de
patogenos. El objetivo del trabajo fue estudiar las condiciones Optimas paralamultipli-
cacién in vitro de plantas de ocumo y taro. Cormos de ambas especies fueron sometidos
a desinfeccion superficial con detergentes liquidos, alcohol y cloro comercial (2,5%).
Paradl establecimientoinicial delasespecies, |os meristemasfueron colocadosen medio
MS-2% sacarosay concentraciones hormonales de 0,1 mg I** bencil aminopurina (BAP)
y 0,01 mg I* &cido naftalenacético (ANA). En cuanto a la proliferacion de brotes, se
disefiaron medios de cultivo con 1 mg I BAP, 2mg |t BAR, 1 mgl* BAP-3mg|*AG,,
1mgl*BAP-0,05mgl*AG,-0,02mgI*ANAY 1 mg|* BAP-05mg|* AG,-0,02mg I
ANA. Los resultados mostraron que la mejor tasa de proliferacion se logra con el
medio MS-2% sacarosa-1 mg |I* BAP con valores similares de las tasas de multipli-
cacion en ambas especies (4,6-4,7 plantulas/explante/4 semanas). Los medios y las
condiciones de cultivo sefialadas han permitido lamultiplicacion rutinariade | as especies
por un periodo mayor alos 4 afios.

PalabrasClave: Micropropagacion; cultivoin vitro; Xanthosoma sagittifolium;
Colocasia esculenta.
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Invitro MICROPROPAGATION
OF COCOYAM AND TARO

Juan Matehus*, Gustavo Romay* y MariaA. Santana**

SUMMARY

Cocoyam, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott and taro, Colocasia esculenta
(L.) Schott are edible herbaceous plants of the Araceafamily. They grow inthe
tropics and their modified stems or corms, are consumed as astaple dueto their
high starch content. The most common reproduction method for these species
isby vegetative cuttings, with low propagation rates and disease dissemination,
requiring the procurement of pathogen free plants of both species. The aim of
this work was to study optimal conditions for in vitro micropropagation of
cocoyam and taro plants. In order to reach the aim, corms of both species were
surface sterilized with dish liquid detergent, alcohol and bleach (2,5%). To
establish the speciesin vitro, meristemswere cultured in M S-2% sucrose and
0,1 mg I* BA - 0,01 mg It NAA. Shoot proliferation was induced in MS-2%
sucrose media supplemented with 1 mg I BA, 2mg I BA, 1 mg I BA-3mg I
1AG3, 1 mgl*BA-0,05mgl*GA3-0,02mgl* NAAy 1 mgl*BA-0,5mgl
1 GA3-0,02 mg It NAA. Results showed that the best proliferation rates were
obtained with MS-2% sucrose -1 mg I BA. Similar multiplication rates were
obtained for both species (4,6-4,7 plants/explant/4 weeks). The methodology
presented in this paper alowed the maintenance of cocoyam and taro for more
than four years.

Key Words: Micropropagation; in vitro culture; Xanthosoma sagittifolium;
Colocasia esculenta.
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INTRODUCCION

El ocumo, Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott y el taro, Colocasia
esculenta (L.) Schott, son plantas perennes de los tropicos y zonas
himedas pertenecientes alafamilia de lasAréceas y consumidas por €l
hombre desde tiempos remotos por €l alto valor nutritivo de sus cormos.
Comunmente se reproducen de formavegetativay unadelas principa es
limitantes del cultivo es la carencia de semilla de alta calidad.

El cultivo in vitro ofrece nuevas alternativas para el mejoramiento dela
productividad y la produccion de material de siembra sano (Garcia et
al., 1999). El objetivo del presente trabajo fue estudiar las condiciones
Optimas paralamultiplicacion, crecimiento y mantenimiento de plantas
in vitro de ocumo y taro (Montaldo et al., 2004).

MATERIALESY METODOS

Cormos de ocumo y taro fueron sometidos a desinfeccion superficial
con detergentes liquidos, alcohol (70%) y cloro comercia (2,5%). Para
el establecimiento in vitro de ambas especies, 10s meristemas fueron
colocados en medio M S-2% sacarosay concentraciones hormonal es de
0,1 mg I'* bencil aminopurina (BAP) y 0,01 mg I &cido naftal enacético
(ANA) por 8-12 semanas. Parala proliferacion de brotes se evaluaron 5
diferentes medios de cultivo con 1 mg It BAR, 2 mg It BAP, 1 mg I
BAP-3mgI*AG,, 1 mgl*BAP-0,05 mgl*AG,-0,02mg|*ANAY
1mgl*BAP-0,5mgl*AG-0,02mgl*ANA. Lascondicionesde creci-
miento durante todo el proceso fueron 26-30 °C y fotoperiodo de 12
horasluz 12 horas oscuridad (M urashigey Skoog, 1962). Posteriormente
y de acuerdo alos resultados obtenidos en el primer ensayo en taro, se
evaluo la tasa de proliferaciéon de brotes para ocumo y taro bajo las
mismas condiciones de cultivo.

RESULTADOSY DISCUSION
Los resultados de |a fase del establecimiento in vitro hasta la fase de

multiplicacién delos explantes de ocumoy taro pueden observarse en la
Figura 1.
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FIGURA 1. Registrofotogréfico del establecimientoinvitroy multi-
plicacién de plantas de ocumo, Xanthosoma sagittifolium
y taro, Colocasia esculenta. A: Explante inicial de
ocumo; B: Explante inicial de taro; C: Meristema de
taro recién aislado; D y E: Brotes multiples de ocumo
en medio de proliferaciéon conteniendo 1 mg I BAP;
F: Planta de ocumo con 3 meses de cultivo; G: Planta
de taro con 3 meses de cultivo.

En la Figura 2 se muestran |os resultados del nimero de plantulas de
taro producidas a las 8 semanas de su cultivo en medio Murashige y
Skoog (1962) suplementado con 2% sacarosa 'y reguladores de creci-
miento seguin |os diferentes medios ensayados. Se puede observar que
€l medio suplementado con 2 mg |t de BAPfue el quedio mayor nimero
de brotes, sin embargo el suplementado con 1 mg | de BAP obtuvo €l
mayor nimero de plantas mayores de 1 cm, lo cua permite obtener
plantas de mayor calidad manteniendo una buena relacion del nimero
de brotes por explante.

En e Cuadro se comparan las tasas de multiplicacién estimadas del
ocumoy taro, encontrandose val ores promedio muy similares paraambas
especiesde4,6y 4,7 plantas/explante alas 4 semanas de cultivo, respec-
tivamente. Trabajos con dichos cultivos muestran la idoneidad del uso
del cultivoin vitroy la biotecnologia para la produccion de material de
siembra sano y aumentar las tasas de multiplicacion (Salazar, 1991,
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Garcia et al., 1999). En € laboratorio la presente metodologia ha sido
utilizada para la multiplicacion y mantenimiento de 4 variedades de
Aréceas por mas de cuatro afos.

—

[ Y I A - =

D:lcm
B:]lcm
OT otakes

NUmero dePlantulas

Medio

FIGURA 2. Numero de plantulas de taro, Colocasia esculenta,

producidas a las 8 semanas de su cultivo en medio
Murashigey Skoog (1962) suplementado con 2% saca-
rosay reguladores de crecimiento alas concentraciones
siguientes: 1: 1 mg "' BAP, 2: 2mg |1 BAP, 3: 1 mg I?
BAP+3mgl*AG3,4: 1mgl*BAP+0,05mgl*tAG3+
0,02 mg I ANA, 5: 1 mg It BAP+ 0,5 mg It AG3 +
0,02 mg I'YANA. (n=3).

CONCLUSIONES

El medio MS-2% sacarosa-1 mg |t BAP permitié obtener tasas de
proliferacion promedio estimadas de 4,6 plantas/explante parataroy
4,7 plantas/explante para ocumo alas 4 semanas de cultivo.

L osresultados obtenidos en este trabajo han contribuido alalimpieza,
recuperacion y coleccion in vitro de varios material es pertenecientes
a estas especies.

Estas actividades forman parte de un programade conservacion dela
biodiversidad y produccion de semillasanaderaicesy tubérculosen
Venezuela.
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ULTRAESTRUCTURA DE CALLOSEMBRI OGENICOS
Y NO EMBRIOGENICOS DE BANANO WILLIAMS
(AAA, Musa spp.)!

Maribel del C. Ramirez V.*, Evade Garcia™ y Héctor J. Finol**

RESUMEN

Los estudios ultraestructural es durante la embriogénesi s somética son muy importantes
porque permiten comprender y mejorar este proceso morfogenético. De ali que este
trabajo tuvo como obyjetivo caracterizar ultraestructuralmente call os embriogénicos (CE)
y no embriogénicos (CNE) de banano Williams (Musa spp.). En células de ambos tipos
de callos se observaron pared celular, membrana plasmaética, citoplasma (reticulo
endoplasmético rugoso, membrana vacuolar, ribosomas y mitocondrias) y vacuolas. El
contenido citoplasmético en el CNE fue menor y lapared celular delgada. Lascélulasde
CE resultaron pequefias, i sodiamétricas con citoplasma denso, vacuola pequefiay pared
gruesa.

Palabras Clave: Embriogénesis somética; ultraestructura; Musa spp.
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ULTRASTRUCTURAL STUDIES ON EMBRYOGENIC
AND NON EMBRYOGENIC CALLUSES
FROM WILLIAMS BANANA (Musa spp.)

Maribel del C. Ramirez V.*, Evade Garcia™ y Héctor J. Finol***

SUMMARY

The ultrastructural studies of somatic embryogenesis are very important to
understand and improve this morphogenetic process. In this sensethe main
objective of this research is the ultrastructural characterization of
embryogenic and non embryogenic calluses from Williams' banana (Musa
spp.)- In the cells of both types of tissues, the cell wall (primary cell wall
and middle lamella), plasma membrane, cytoplasm (endoplasmatic
reticulum, vacuolar membrane and mitochondrias), and vacuoles, were
observed. The CNE presented a less dense cytoplasm and thin walls. The
CE showed small isodiametric cells, with small vacuoles and thick walls,

Key Words: Somatic embryogenesis; ultrastructure; Musa spp.
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INTRODUCCION

La embriogénesis somética es un proceso morfogenético que permite
obtener altos vol imenesde produccidn de plantas clonadas, en un periodo
de tiempo corto y con menores costos. No obstante, su empleo parala
propagacion comercial de banano alin es escaso. Unaposible explicacion
de este fendmeno a nivel mundial esté relacionada primero con el
desconocimiento que existe sobre la biologiadel proceso, unido alano
disponibilidad de sistemas eficientes y reproducibles de regeneracion
(Barranco, 2001).

Por otra parte, el establecimiento de suspensiones celulares embrio-
génicas no se consideraun procedimiento comUn porque presentavarios
inconvenientes entre éstos que pocos callos o complejos embriogénicos
produzcan una buena suspension celular (Schoofs et al., 1999).

Por tal motivo, este trabajo tuvo como objetivo caracterizar ultraestruc-
turalmente callos embriogénicos (CE) y no embriogénicos (CNE) de
banano Williams, con el fin de aportar nuevos datos que faciliten el
conocimiento del proceso embriogénico en banano.

MATERIALESY METODOS

Se seleccionaron CE y CNE de banano Williams de flores masculinas
inmaduras (1,5-2 cm delargo) cultivadas en medio Escalant et al. (1994),
durante 9 meses, bajo oscuridad y 26 £ 1 °C. El procesamiento de las
muestras para su observacion a microscopio electrénico (ME) de
transmision (Philips CM-10) se hizo en el CME-UCV con latécnicade
corte fino: a) Fijacion en solucion Karnovsky (glutaraldehido al 2,5%y
formaldehido a 37%) en buffer fosfato Millonig (BFM) 0,2 M (pH 7,4;
osmolaridad 320 mOsm) por 5d, 4 °C; b) Postfijacion en OsO, (1%) en
BFM por 7 d, 4°C; c) Deshidratacion ascendente con etanol al 10, 30,
50, 70, 95y 100% por 1 h cadauno; d) Infiltracion en 6xido de propileno
(OP) (100%) por 1 h, cuatro veces. Luego en OPy resina (EMbed-812)
proporciones1:1, 1:2'y 1:3 por 24 h; d) Inclusion enresinapurapor 1 h,
cuatro veces. LaUltimase dej6 a60 °C por 10 d para que polimerice; €)
Corte de muestras (60 a 90 nm) con cuchilla de diamante en el
ultramicrétomo; f) Contrastaci on delos cortes finos en acetato de uranilo
(2%) —60 °C por 30 min-y citrato de plomo.
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Para el ME de barrido (Hitachi S500), las muestras se procesaron hasta
etanol absoluto y después se aplicd e método de desecacion en punto
critico (Hitachi HCP-2), y luego se cubrieron con oro (Giko Engineering
E-1B-2).

RESULTADOSY DISCUSION

En las células de CE de banano se observaron algunos componentes de
lapared celular (PC) y del protoplasto (PRO) (FiguraA,B). DelaPC se
apreci6 la pared celular primaria (PCP) y la laminilla media (LM). El
PRO -rodeado por PC- incluy6 la membrana plasmatica (MP) y todo o
gueellaencierra. Del citoplasma se encontro: 1) MP ubicadaentre PCy
el protoplasma. 2) Sistema de endomembranas, que participa en la
produccion de organelos citoplasméticos, entre ellos e reticulo endo-
plasmético (RE), membrana vacuolar (MV) y aparato de Golgi (AG).

El RE correspondio6 a tipo rugoso (RER), el cual tiene unidos muchos
ribosomas. El AG const6 de varias unidades (dictiosomas), probable-
mente conectadas entre si. 3) Ribosomas (R) dispersos en el citoplasma
0 asociados al RER de cada célula. 4) Mitocondrias observadas como
peguefios organel os ovalados en € citoplasma. En su parte interna se
evidenciaron crestas mitocondriales (Figura B).

En el CNE se detectaron PCP, LM, MP, citoplasma (RER, MV, Ry M)
y vacuolasgrandes (FiguraC,D) y el contenido citoplasmético fue menor
y la PC delgada. Las células de CE fueron peguefias, isodiamétricas
(FiguraE) con citoplasma denso, vacuola pequefiay pared gruesa, y las
de CNE grandes, adargadas y laxas (Figura F). Estos resultados tienen
semejanza con otros trabajos (Menéndez y Garcia, 1997; Trujillo y
Garcia, 1999; Lermacet al., 2002).

AGRADECIMIENTO
A laHistotecndloga SofiaMayora, laLic. Nuri Diazy €l Lic. Ander De

Abrisgueta por su colaboracion en la preparacion de las muestras y la
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FIGURA.

Micrografias electrénicas de transmisién (A-D) y barrido (E, F) de células de callo embriogéni
(A, B, E) y no embriogénico (C, D, F) de banafitliams. Componentes observados: Pared

celular (PC). PC primaria (PCP). Laminilla media (LM). Membrana plasmatica (MP)
Mitocondria (M). Cresta mitocondrial (CM). Reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Ribosom
(R). Vacuola (V). Membrana vacuolar (M\Aparato de Golgi (AP)Vesicula (VE)A. 10

D

000X .B) 51 000X. C) 39 000X. D) 66 000X. E) 450X. F) 200X.
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PROPAGACION in vitro DE Hippeastrum sp.

Teresa Edith Vargas C.*, Maira Oropeza C.* y Eva de Garcia*

RESUMEN

Hippeastrum esun género delafamiliaAmaryllidaceae cuyas especies son muy apreciadas
desde el punto devistaornamental y medicinal, dadasu bellezay produccion de alcal oides
de utilidad en la industria farmacéutica. Con la finalidad de lograr la propagacion y
multiplicacién in vitro de Hippeastrun sp., los bulbos empleados como explantes se
desinfectaron utilizando un protocolo minucioso debido a la presencia de mucilago y
bacterias en €l interior de los mismos. Bulbos intactos y secciones de bulbos, fueron
cultivados en el medio con las sales M S (1962) suplementado con 0,4 mg I tiamina,
100 mg I-*de mio-inositol, 30 mg I de sacarosa, solidificado con 8 g I de agar e incu-
badas bajo condiciones de luz fluorescente continua (50 umol M2 st) atemperatura de
23+1°C. Seprobaron los siguientes tratamientos: Bencilaminopurina(BA) solaa0,5, 1,
2, 3mg I"*'y combinada con Acido Naftalenoacético (ANA) 0,1 mg |1y un medio sin
sustancias de crecimiento. En el caso de secciones de bulbos, 0,5y 1 mgltdeBA Yy €l
medio control resultaron ser los mejores tratamientos hacia la formacion de brotes,
mientras que paralos bulbos intactos | os tratamientos mas adecuados fueron 2y 3 mg |
deBA.

Palabras Clave: Micropropagacion; cultivo in vitro; Hippeastrum.
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MICROPROPAGATION OF Hippeastrum sp.

Teresa Edith Vargas C.*, Maira Oropeza C.* y Eva de Garcia*

SUMMARY

Hippeastrum is a genus of the Amaryllidaceae family, whose species are
highly appreciated for their ornamental and medicinal value due to their
beauty and production of alkaloids of utility inthe pharmaceutical industry.
The goa of this work was to propagate Hippeastrum plants in vitro and
massively. For explant disinfection ameticul ous protocol was used because
of the presence of mucilage and bacteria. Intact and sectioned bulbs were
incubated on MS (1962) salts supplemented with thiamine (0,4 mg 1),
sucrose (30g %), solidified with agar (8 g 1) and incubated under continuous
fluorescent light conditions at a temperature of 23 £ 1 °C. Treatments
assayed were Benzylaminopurine (BA, 0,5, 1, 2, 3 mg |) only, combined
with Naphtalenacetic acid (ANA, 0,1 mg I-1) and acontrol medium without
hormonal substances. For sectioned bulbs, BA (0,5, 1 mg 1) and the control
medium proved to be the best treatments that favored shoot formation, while
for intact bulbs the best treatments were BA (2, 3mg|?).

Key Words: Micropropagation; in vitro culture; Hippeastrum.
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INTRODUCCION

Lasespeciesde género Hippeastrum perteneciente alafamiliaAmarylli-
daceae, son ornamentales muy apreciadas que se caracterizan por tener
flores grandes de Ilamativos colores, por 1o que tienen un lugar muy
importante dentro de lafloriculturacomercia paralaventacomo flores
de corte o flores de maceta. Ademés, por el ato contenido de alcaloides
algunas especies de este género son usadas en laindustria farmacéutica.
La propagacion convenciona de las especies bulbosas se realiza por
semillas o por bulbos, sin embargo las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales in vitro favorecen el crecimiento de estas especies, debido a
gue disminuyen el tiempo requerido para €l ciclo vegetativo, ya que el
bulbo alcanza en menor tiempo el tamafio minimo para iniciar €l ciclo
reproductivo (Murashige, 1974; Chen et al., 2005). Este trabajo tiene
como objetivo la propagacion in vitro de plantas de Hippeastrum sp.

MATERIALESY METODOS

Se emplearon como explantes bulbos proveni entes de plantaciones culti-
vadas. Los explantes se lavaron con aguay jabén comercial, setrataron
por treshorascon el fungicidaVITAVAX (Carboxim 17%Yy Thiram17%)
y se enjuagaron dos veces con agua destilada. Se colocaron en cloro
comercial a 50% + 2 gotas de Tween 20 (30 minutos), se enjuagaron 2
veces con agua destilada. Un grupo de bulbos se seccion6 en dosy otro
grupo se mantuvo intacto, ambos grupos se colocaron en el antibiético
Cefatoxima0,1 mg ml (1hora), sin enjuagar. Los explantesfueron culti-
vados en el medio con las sales MS (1962) suplementado con 0,4 mg |1
tiamina, 100 mg I* mio-inosital, 30 g I'sacarosay solidificado con 8 g I
agar. Se probaron los siguientes tratamientos: Benciladenina (BA)
solaa0,5, 1, 2, 3mg |ty combinadacon Acido Naftalenoacético (ANA)
0,1 mg I* y un medio sin sustancias de crecimiento. Se emplearon 20
explantes por tratamiento. Las condicionesde cultivo fueron: [uz fluores-
cente (50 pmol m2 st) y temperatura de 23+ 1 °C.

RESULTADOSY DISCUSION
El método empleado paraladesinfeccion de los explantes fue adecuado,

observandose 20% de explantes contaminados por bacterias. Muchas
especies bulbosas presentan en el interior de sus bulbos, mucilago y
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bacterias que dificultan el establecimiento de un cultivo in vitro en
condiciones asépticas (Hol y Linde, 1992; Chang et al., 2003; Sochacki
y Orlikowska, 2004).

A los 45 dias de cultivo se observé que € 95% de los bulbos intactos
habian desarrollado un promedio de 2 brotes en los medios con 2 y
3 mg It de BA, ver Cuadro (FiguraA y B). En € caso de los bulbos
seccionados, se aprecio 87% de explantes desarrollando un promedio
de 4 brotes, en el medio sin sustancias de crecimiento y en los trata-
mientos con |as concentraciones mas bajas de citocinina (0,5y 1 mg I
BA) como se muestraen las Figuras Cy D y Cuadro.

Seabrook y Cumming (1977), Slabbert et al. (1993), trabajando con
micropropagacion de las Amarillidaceas Hippeastrum spp. Hybrids
y Crinum macowani encontraron la mayor produccién de brotes en
bulbos seccionados cultivados en medios sin citocininas. Cuando se
utiliz6 0,1 mg It de ANA sblo y combinado con 0,5 mg |t de BA se
apreci6 la formacion de raices y no hubo aumento en la formacién de
brotes en ninguno de | os casos.

CUADRO. Efecto de la Benciladenina (BA) en la formacion de
brotes en bulbosintactosy seccionados de Hippeastrum
sp. alos 45 dias de cultivo.

Tipo deexplante BA(mgl+)

0 0,5 1 2 3
% de explantes intactos con brotes 10 20 50 9% 95
% de explantes seccionados con brotes 80 85 70 30 10
Promedio de brotes por explante intactos 0,1 0,2 0,7 19 175

Promedio de brotes por explante seccionado 35 375 365 065 01
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En estainvestigacién se observaron diferencias en las respuestas de am-
bos explantes con los tratamientos empleados. Los bulbos intactos re-
guirieron de concentraciones mas altas de Benciladenina para que se
desarrollaran los brotes, mientras que |os bulbos seccionados formaron
brotes en medios con bajas concentraciones o en ausencia de esta
hormona vegetal, asi mismo se observé que el promedio de brotes por
explante fue mayor en el caso de los bulbos seccionados.

FIGURA. A: Bulbointacto desarrollando 1 brote; B: Bulbo intacto
mostrando brotes adventicios y raices; C: Bulbos
seccionados comenzando adesarrollar brotes; D: Bulbo
seccionado formando 3 brotes.
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EFECTO DE LAPLANTAMADRE
EN EL ESTABLECIMIENTO in vitro DEL GUANABANO?

Giseladel C. RiveroM .*, Maribel del C. Ramirez V.*
y SilviaL. de Sierralta**

RESUMEN

Para determinar la variacion en la respuesta a establecimiento in vitro de segmentos
nodales provenientes de 8 plantas madres fenotipicamente similares de guanédbano,
Annonamuricata L., seevalud el efecto delaplantamadre sobrelaviabilidad, brotacién,
contaminacion por bacteriasy por hongos. Todas|as variablesresultaron estadisticamente
diferentes (P<0,01) parala mayoria de las plantas. Se recomienda hacer estudios esta-
disticos que permitan disminuir lavariacion ocasionada por € uso de diferentes plantas
donantes.

Palabras Clave: Annona muricata L.; planta donante; micropropagacion.
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EFFECT OF STOCK PLANT ON THE in vitro
ESTABLISHMENT OF SOURSOP

Gisdladel C. RiveroM.*, Maribel del C. Ramirez V.*
y SilviaL. de Sierralta**

SUMMARY

To determine variability in the response to the in vitro establishment of
nodal segments collected from eight adult Annona muricata L. plants
phenotipically similar, the effect of stock plant on viability, shoot formation,
bacteria and fungi contamination was evaluated. All variables resulted
statistically different (P<0,01) for most of the plants. Statistical studies are
recommended in order to decrease variation among plants or treatments.

Key Words: Annona muricata L.; plant donor; micropropagation.
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INTRODUCCION

El uso de la biotecnologia constituye una valiosa herramienta para
mejorar la productividad de diversos cultivos, entre ellos el género
Annona. Rasai et al. (1994) han presentado ensayos exitosos en algunas
especies de Annona, incluyendo A. muricata. Sin embargo, cuando se
disefian experimentos de cultivo in vitro, se requiere de un nimero
representativo de explantes que permitan cumplir con las exigencias de
losandlisis estadisticos, o que conllevaatomarlos de diferentes plantas
madres (Nas et al., 2005) ello podria afectar |a respuesta del factor
estudiado.

Lainvestigacién tuvo como objetivo evaluar €l efecto de plantas madres
fenotipicamente similares sobrelaviabilidad, contaminaciony brotacion
de segmentos nodal es de guanabano al establecerlosin vitro.

MATERIALESY METODOS

Se seleccionaron 8 plantas fenotipicamente similares de A. muricata de
3 afos de edad, establecidas en campo y provenientes de semilla; de
éstas se tomaron brotes apicales para cortar el 3°y 4° nudo (Rivero et
al., 2001) y desinfectarlos seglin Ramirez- Villalobos et al. (2004).

Los explantes se sembraron en el medio Murashige y Skoog
(1962), méas 0,5 g I'* de bencilaminopurinay se colocaron bajo luz
(19 umol m2st) a25°C. El disefio experimental utilizado fuetotalmente
al azar, utilizando 5 repeticiones de 5 explantes cada una para un total
de 25 explantes por tratamiento o planta donante. Se evalud porcentaje
deviabilidad, en el cua seconsiderd el nimero de explantesvivos (PV),
contaminacion por hongos (PCH) y bacterias (PCB), y brotacién (PB)
durante 42 dias. El andlisis estadistico serealiz6 empleando €l programa
SASYy lacomparacion de medias con la prueba de Duncan.

RESULTADOSY DISCUSION

Al final de las observaciones los resultados obtenidos reflejaron dife-
rencias significativas (P<0,01) entre plantas madres para todas las
variables estudiadas (ver Cuadro).

El material proveniente de las plantas madres 2 y 3 fue el que presentd
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la menor contaminacion por hongos y bacterias. En material adulto de
A. cherimola de campo se ha sefialado el problema de contaminacién y
las limitaciones derivadas de ello (Tazzari et al., 1990). En el caso dela
brotacion, se obtuvo el maximo valor en laplanta 2 (64%) y el minimo
en la planta 1 (16%), no se observé diferencias en el resto. En A.
cherimola se han obtenido PB con valores del 50% (Rasai et al., 1995).
Laviabilidad fue diferente en tres de las plantas. Las diferencias obser-
vadas entre plantas podrian ser explicadas al considerar la variacion
genéticageneradapor lapropagacién sexua y las condicionesfisiol dgicas
y de crecimiento de cada planta madre (Read y Economou, 1987).

BIBLIOGRAFIA

CUADRO. Porcentajes de contaminaciéon por hongos (PCH) y
bacterias (PCB), brotacion (PB) y viabilidad (PV) en el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de A.
muricata L. provenientes de diferentes plantas madres,
alos 42 dias de la siembra. Medias con letras distintas
difieren significativamente (P<0,01).

Porcentajede  Porcentajede Porcentajede  Porcentajede

Tratamiento contaminacion  contaminacion Brotacion Viabilidad
por hongos por bacterias

Plantal 56 a 20 abc 16b 8b
Planta 2 Oc Oc 64 a 48 a
Planta 3 4c Oc 28 ab 48 a
Planta 4 28b 12 be 48 ab 24 @b
Planta 5 4c 23 abc 36 ab 24 @b
Planta 6 8bc 16 abc 28 ab 16 ab
Planta 7 4c 40 ab 28 ab 28 ab
Planta 8 Oc 48a 40 ab 24 @b
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CULTIVO DE ANTERASEN DOSCLONESDE YUCA

Marilt Chirinos*, Rosalia Velasquez S.*, Arnaldo Noguer a*
Miguel Pérez*, Jonas Mata* y Delia Polanco**

RESUMEN

El cultivo de anteras de yuca, Manihot esculenta Crantz, es una estrategia de mejora-
miento genético para la produccién de plantas haploides, permitiendo la seleccion de
clones mejorados y la deteccion de genes favorables mediante | as técnicas molecul ares.
No se ha precisado un protocolo que asegure la produccién de plantas haploides en el
cultivo, paraello se evalud larespuesta morfogénica de dos clones de yuca: UCV-2726
(dulce) y UCV 2375 (amarga), paratal fin seevallio el tamafio del botén floral (1-1,5mm
y 2-2,5mm) que determinarélafase de desarrollo éptimo delamicrospora. Seevaluaron
dos medios de cultivo: Murashigey Skoog (MS) y Chuet al., (N,) ambos suplementados
con dos concentraciones de auxina. Se establ ecié un disefio completamente al eatorizado
en un arreglo factorial 3%, y realizando la prueba de media de Duncan. Se observaron
microsporasen tétraday en fase uninucleadaparael tamafio de botén 1-1,5 mm. Durante
lainduccién de callos se encontraron diferencias parael tamafio del botdn, siendo mayor
€l nimero decallosformadosparael tamafiode 1-1,5mmen e mediodeMS. EIANAVAR
no arroj6 diferencias significativasentre el tipo de clony larespuestaa medio de cultivo,
sin embargo, hubo diferencias en cuanto a tamafio del boton floral. Se generaron dos
grupos de mediasindicando que ambas|ongitudes generan diferentes nimeros decallos.
El tejido calloso se diferencié morfogénicamente en raices, esto pudiera estar asociado
con las auxinas aplicadas al medio.

Palabras Clave: Manihot esculenta; anteras; haploides.
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ANTHER CULTURE IN TWO CASSAVA CLONES

Marilu Chirinos*, Rosalia Velasquez**, Arnaldo Noguer a***,
Miguel Pérez, Jonas Mata** y Delia Polanco**

SUMMARY

Cassava anther culture is a strategical tool for breeding programs in order to
obtain haploid plants, allowing selection of improved clones and detection of
very important genes through molecular markers. A complete protocol for
cassavahaploid plant production has not been devel oped, therefore we eval uated
morphogenic response in two cassava clones: sweet (UCV-2726) and bitter
(UCV-2375), for two different sizes (1-1.5 mm and 2-2,5 mm) of floral buds
selected in order to ascertain the optimal developmental phase of the microspore.
Murashige and Skoog and Chu et al. mediawere evaluated, supplied with two
different auxin concentrations. A factorial 3 completely randomized design
and Duncan test were used as statistical methods. For floral bud size of 1-1.5
mm, tetrad and uninucleated microspores were observed. During callus
induction, differences were found for bud size with the highest number of
caluses formed for 1-1.5 mm in MS medium. The ANAVAR did not show
significant differences between clone types and culture media. There were two
different mean groups for callus number. Callus tissue differentiated
morphogenically into roots; this might be associated with auxins applied to the
medium.

Key Words: Manihot esculenta; anthers; haploids.
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INTRODUCCION

El consumo de yuca, Manihot esculenta Crantz, se haincrementado en
los Ultimos afios dado su aporte en ladieta humanay animal, alamayor
eficiencia en €l aporte de carbohidratos en relacion con los cereales, y
su alto porcentgje de fibra (Brekelbaum, 1991).

Es una especie atamente heterocigota y alopoliploide (2n = 4x = 36),
esto dificulta la obtencion de lineas homaocigotas (Luciani, 1985). Con
laproduccion in vitro de haploides y dihaploides, a partir de anteras en
yuca, se podrian obtener lineas homocigotas deseablesy necesarias para
la produccién de hibridos con expresion de alelos recesivos que no se
detectan por la heterocigosidad (Roca, 1991).

La formacién in vitro de plantas haploides ocurre a partir de polen
inmaduro, cuando el polen esta maduro no se inicia al desarrollo
embriogénico o se desarrollan plantas diploides (Reddy, 1985; Guha
Mukherjee, 1999). Los estudios en microesporogénesis son necesarios
porque permiten observar las diferentes secuencias de desarrollo del
polen, tipificando el grado de maduracién del grano de polen. La fase
uninucleada es la que mejor responde a las condiciones in vitro
(Villalobos, 1991).

Woodward (2001) regenera embriones sométicos a partir de inflores-
cencias de yucaen el medio de Murashigey Skoog (MS) suplementado
con 2 UM CuS04 y 12 mg I* de picloram, previo pretratamiento a4 °C
por 10 dias. Contrariamente Liu, (1978) observa la no formacién de
callos en anteras de yuca cuando | os botones son pretratados por més de
48 horas a4 °C.

Por otro lado, Ascanio (1988) trabajando con anteras de caf é sefiala que
S éstas son sometidas a bajas temperaturas, se incrementa la respuesta
callogénicao embriogénica, debido alaformacion de dosnicleosiguaes
durante la primera mitosis. Este trabajo tiene como objetivo evaluar la
respuestain vitro en el cultivo de anteras de dos clones de yuca pertene-
cientesal Banco de Germoplasmadel Campo Experimenta delaFacultad
deAgronomia, UCV, probandose dostamafios de botdn floral, dos medios
de cultivo y larespuesta morfogénica de los callos formados.
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MATERIALESY METODOS

El ensayo se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro
de Investigaciones en BiotecnologiaAgricola (CIBA) de la Facultad de
Agronomia, UCV. En &l material vegetal se utilizaron flores masculinas
delosclones UCV 2726 (Tipo Dulce) y UCV 2375 (Tipo Amarga) ubi-
cados en el Campo Experimental, cortando lazona apical delaplantay
llevadas al |aboratorio en cava con hielo. Se seleccionaron dos tamafios
de botonesflorales: 1-1,5 mmy 2-2,5 mm con €l objeto de determinar
lafase de desarrollo éptimo de lamicrospora. Se colocaron en neveraa
5°C por 7 dias para producir un choque de frio.

Se evaluaron 2 medios de cultivo diferentes: MS (1962) suplementado
con 50 g I** azlcar, 2 mg I &cido naftalen acético (ANA), 0,5 mg |2
kinetina (Kin), y 50mg I** cystina como antioxidante y el medio N6
compuesto por las sales de Chu et al. (1975), 50 g I azlcar, 4 mg |1
ANA, Img I** Kin, 50 mg I** cystina.

Para las observaciones al microscopio del estado de desarrollo de la
microspora se uso carmin Acético al 1%.

En el ensayo se utiliz6 un disefio completamente al azar en un arreglo
factorial de 3? con 4 repeticiones por tratamiento, tomando como unidad
experimental unacapsulade Petri con 7-8 anteras. Lasvariablesevaluadas
fueron porcentaj e de formacion de call os, aparienciadel calloy respuesta
morfogénica. Los datos se analizaron por el programa SAS 6,1.

RESULTADOSY DISCUSION
Desarrollo dela microspora

El tamafio del botdn floral serelaciond con las etapas de desarrollo dela
microspora (Figura 1), se observaron microsporas en tétradas, uninu-
cleadas en el tamafio 1-1,5 mm mientras que en los botones 2-2,5 mm
se observaron granos de polen maduros mas las fases anteriores. Estos
resultados coinciden con los presentados por Caflasy Roca (1982) quienes
determinaron por estudios citolégicos € estado de desarrollo de las
microsporas con respecto alalongitud del sépalo en botones florales de
yuca, estableciendo el tamafio dptimo el comprendido entre 1,5-2,2 mm,
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correspondiente a los estados de tétradas tardias y microsporas
uninucl eadastempranas. Woodward (2001) sefialaque e rango detamario
en botones masculinos de yucaoscilaentre 0,3—2,5 mm existiendo corre-
lacion entre el tamarfio del botdny el estado uninucleado delamicrospora.

a b c

FIGURA 1. Desarrollodelamicrospora. a) Tétradaen fasetemprana.
b) Tétrada Fase tardia. ¢) Grano de polen uninucleado.

Induccién de callos

Debido al ato porcentaje de contaminacion obtenido en el medio N6, e
factorial seredujo a22. No se observo diferencias significativas entre el
tipo deyucay larespuestaa medio de cultivo (Cuadro 1), sin embargo,
hubo diferencias para la variable tamafio del boton floral.

A partir delos 9 dias, ocurrié engrosamiento de las anterasy cambio de
coloracion en la superficie, alos 15 dias se observaron formaciones
hiperhidricas y apertura de las anteras y alos 25 dias la coloracion de
los callos era de beige a marrdn claro en ambos clones (Figura 2). La
proporcién de callos vario significativamente en cuanto a tamafio del
bot6n, encontrdndose mayor nimero de calloganteraen € rango 1-1,5mm
(Cuadro 1), de aparienciafriable, y con un gran nimero de célulasredon-
deadas y en constante division al realizar las observaciones micros-
copicas, se sefida ademés células en fase binucleada. Segin Ascanio
(1988) trabajando con microsporas in vitro de café determind que en la
primera mitosis, se origind dos nucleos iguales, cada uno de los cuales
se dividird nuevamente y continuara el proceso hasta formar un callo o
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CUADRO 1. Andisisdevarianza(ANAVAR) paralavariabletamafio
del botén floral.

FdeV o] SC CM FC P>F
Clon deyuca 3 88,42 29,47 3,09 0,0676
Error 12 114,34 9,53
Total 15 202,77
o = 0,05

FIGURA 2.  Callos formados en anteras de ambos clones. a) Clon
2 375 tipo amargo. b) Clon 2726 tipo dulce.

un embridn somético.

El tipo de clon dulce (UCV 2776) y amarga (UCV 2375) no influyd
sobre laformacion de callos, se presume que la diferenciacion in vitro
en las anteras del tipo amarga no esta afectada por los glucésidos
cianogénicos 0 que estos compuestos estan presentes en muy baja
cantidad o estén ausentes. Tampoco se observo diferencias significativas
en tipo de yucay longitud del botoén floral, 1o cual indica que estos dos
factores son independientes ala formacion de callos (Cuadro 2).

Se generaron dos grupos de medias, A: 6,52mm y B: 2,5mm, demos-
trando que ambas longitudes generan un nimero diferente de calos.
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CUADRO 2. Andlisisdevarianza(ANAVAR) paralas variablestipo
deyucay longitud boton floral.

FdeV al SC CM FC Pr>F

Longitud 1 64,641 64,64 6,78 0,0230 *
Tipo 1 23,765 23,76 2,49 0,1403 N.S.
Long * tipo 1 0,0156 0,015 0,0 0,9684 N.S.

o = 0,05 CV= 68,44

Respuesta morfogénica de los callos

En callos provenientes de botones de 1-1,5 mm se formaron raices con
longitud aproximada de 10 cm (Figura 3).

Farifias (1992) demostré que | as respuestas morfogénicas en callos son
producto de | os tratamientos utilizados, |os cual es dependen de factores
internos y externos del explante o genotipo.

FIGURA 3.  Diferenciacion morfogénicaen los calos de anteras de
yucatipo dulce.
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CONCLUSIONES

- El tamafio y estado éptimo del boton floral para la formacion de
callosfuede 1-1,5 mm, tamafio en €l cual el mayor nimero de granos
de polen estaba en estado uninucleado. Las anteras respondieron
satisfactoriamente al medio de cultivo constituido con las salesM S
paralaformacion de callos y la diferenciacién morfogénica. El tipo
de yuca no afecto larespuesta de las anteras al medio de cultivo.

- El ato porcentgje de contaminacion durante el ensayo, pudo estar
asociado alascondicionesambientalesalacual estuvieron sometidas
las plantas en campo, coincidiendo con el periodo Iluvioso.

- Esnecesario aplicar pruebas citogenéticas que determinen el nimero
de cromosomas en las células del callo.
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DETERMINACION DE LA RELACION GENETICA
ENTRE LINEAS DE MAIZ USANDO MARCADORES SSR

Hilda Fernandez* Félix SanVicente*
Carlos Marin ** y Dario Torrealba**

RESUMEN

Se utilizaron 8 loci microsatélites (bnlg1484, bnlg2323, bnlg1601, bayHupssr34,
mmc0501, umc1545 y umc1594) para analizar y estimar el grado de relacion genética
entre 21 lineas introducidas del CIMM)Ydon el objeto de comprobar su utilidad para

el programa de mejoramiento genético de maiz del INIA. El analisis de distancia genética
reveld que la informacion obtenida a partir de los 8 loci microsatélites permitio diferenciar
las lineas analizadas. El algoritmo de agrupamiento de los materiales estudiados se bas6
en el métoddVard, y el dendrograma muestra la formacién de 5 grupos, los cuales en su
mayoria coinciden con la informacion genealdgica de las lineas estudiadas. Estos resul-
tados junto con los caracteres agronémicos son de gran utilidad para planificar los cruza-
mientos del programa de mejoramiento. La secuencia de los loci se obtuvo de la base de
datos de maiz (Maize Data Bank: http://wwaizegdb.ay). El nimero total de bandas
producidas por los 8 iniciadores fue 148, de las cuales 109 fueron polimérficas. El
contenido de informacién polimorfica (PIC) de los marcadores fue alto para todos los
loci, con un promedio de 0,91, lo que ratifica la observacion general que a medida que
aumenta el nimero de bandas obtenidas por iniciador se incrementan los valores de PIC.

Palabras Clave:Maiz; Zea mayd..; SSR; grupos heter6ticos.
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DETERMINA TION OF THE GENETIC RELA TIONSHIP
BETWEEN GENETIC MAIZE LINES USING SSR MARKERS

Hilda Fernandez* Félix SanVicente*
Carlos Marin ** y Dario Torr ealba**

SUMMARY

Eight microsatellite loci (bnlg1484, bnlg2323, bnlg1601, bh@l dupssr34,
mmc0501, umc1545 y umc1594) were used to analyze and to estimate the genetic
relationship among 21 maize inbred lines introduced from CIMMYT in order

to determine their usefulness for INIA’s maize breeding program. Genetic
distance analysis revealed that the information obtained from the 8 microsatellite
loci allowed the diferentiation of the lines under studyre grouping algorithm

was based oward method, and the dendrogram resulted in 5 groups, which in
most cases coincide with the line pedigree informafidrese results along

with agronomic trait information is of great utility for planning crosses in the
breeding prograniThe loci sequence was obtained from the maize data base
(Maize Data Bank: http://wwwnaizegdb.ay). The total number of bands
produced was 148, with 109 being polymorpfiite content of polymorphic
information (PIC) for the markers was high for all loci, with an average of 0,91,
agreeing with the general observation that increasing the number of bands per
initiator also increases the PIC values.

Key Words: Maize;Zea mayd..; SSR; heterotic groups.
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INTRODUCCION

EnVenezuela la produccion de maea mays.., es la de mayor impor
tancia dentro del grupo de cereales, tanto en funcién de volumen como
de valor de la produccion. La misma se destina en un 80% a la fabri-
cacion de harina precocida y el resto se utiliza para el consumo fresco y
para el procesamiento de maiz pilado. El 95% del &rea destinada al cultivo
de maiz es sembrada con hibridos, concentrandose la produccién en los
estados Portuguesa, Guarico y Barinas (Cabrera y Garcia, 2002).

En los programas destinados a obtener hibridos de maiz, el conocimiento
de las relaciones genéticas entre las lineas es de gran utilidad para la
planificacion de los cruzamientos que daran origen a los hibridos (Betran
etal, 2003; Nestarest al, 1999) y para la asignacion de lineas a grupos
heteroticos (Pinteet al, 2003). Por estas y otras razones los fitome-
joradores tienen un gran interés en la caracterizacion de la diversidad
genética entre y dentro de los grupos heteréticos existentes, asi como
también las relaciones entre las lineas actuales e histéricamente impor
tantes. Para estimar la diversidad genética en plantas los marcadores
morfoldgicos y de rendimiento han sido tradicionalmente utilizados, sin
embago los mismos no proporcionan resultados precisos sobre el
genotipo de los individuos {@eret al, 1997). La seleccion asistida

por marcadores moleculares promete una ganancia génica mas rapida
que las actuales practicas de mejoramiento (Lipkal., 1998).

El objetivo de este estudio fue analizar y estimar el grado de relacién
genética entre 21 lineas introducidas del CIMM¥ Tin de comprobar
su utilidad en el programa de mejoramiento genético de maiz del INIA.

MATERIALES Y METODOS

El material de estudio lo constituyeron 21 lineas provenientes del
CIMMYT. El aislamiento dADN gendmico se efectud a partir de 0,250 g

de hojas frescas de plantulas de ocho dias de germinadas, siguiendo el
protocolo de extraccion d&DN descrito por Doyle y Doyle (1987)
adicionando durante la maceracién con el nitrégeno liquido, polivinil —
pyrrolidina (PVP 40) y bisulfito sédico hasta una concentracion final de
1% y 0,5 mM, respectivamente, para prevenir la oxidacion.
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Los iniciadores utilizados (bnlg1484, bnlg2323, bnig1601, KHegl
dupssr34, mmc0501, umcl1545 y umcl1594) fueron sintetizados de
acuerdo a las secuencias publicadas en la base de maiz (Maize Data
Bank: http://wwwmaizegdb.ay). Las amplificaciones de los mismos
fueron efectuadas en un volumen final de 15 ul, con la mezcla de reaccion
compuesta por 50 ng &®N, 2,5 mM de MgC], buffer Taq 10X, 1 uM

de iniciador y 5 U ddaq polymerasa. Los ciclos PCR se efectuaron
en un termociclador MJ Research modelo PTC-200, y consistieron en
una fase inicial de desnaturalizacién de 94 °C, seguida por 29 ciclos
del min a 95 °C, 1 min a 56 °C, 1 min a 72 °C y una fase final de
extension de 7 mina 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis
en geles de agarosa MICROPOR (PROMEGA) al 3% Figura 1, prepa-
rados conmBE 1X y bromuro de etidio a una concentracion final de
0,5pg/ml. La electroforesis se llevo a cabo en una cdmara horizontal
maxigel usando solucién tamp®dBE 0,5X a 100\lurante 2,5 h aproxi-
madamente. Los geles fueron visualizados y digitalizados con el equipo
Chemi Doc (Bio-Rad) y analizados con el software Quantity®*One
version 4,2 determindndose el tamafio de cada banda presente en pares
de bases, usando el marcador 25 pb PROMEGA como referencia. El
algoritmo de agrupamiento de los materiales estudiados se baso en el
métodoWard, el cual consiste en definir la maxima varianza entre los
grupos, y la minima dentro de ellos (Cuadras, 1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los 8 loci probados en este estudio amplificaron un total de 148 bandas
de las cuales 109 fueron polimorficas. El contenido de informacion
polimorfica (PIC) de los marcadores fue alto para todos los loci, con un
promedio de 0,91, lo que ratifica la observacién general encontrada en
la literatura que a medida que aumenta el nUmero de bandas obtenidas
por iniciador se incrementan los valores de PIC.

El analisis de distancia genética revel6 que la informacion generada a
partir de los 8 microsatélites fue suficiente para distinguir las lineas
analizadas, las mismas en su mayoria se agruparon coincidiendo con la
informacion genealdgica (ver Cuadro). El dendrograma (Figura 2)
muestra la formacion de 5 grupos.
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FIGURA 1.

Perfil SSR de las 21 lineas con el iniciador ub®len un gel de agarosa MICROPOR al 3%.

4SS salopedsew A zjew - Te 19Z3ANYNY3



Vol. 56-2006 AGRONOMIA TROPICAL Ne 4

CUADRO. Cddigo de las lineas, genealogia, textura del grano y
grupo de ubicacion en el dendrograma.

Cdédigo Secuencia en el Textura Grupo de
Linea  Laboratorio Genealogia Grano  Ubicaciénenel
Dendrograma

L1 LO1 Tuxpefio-1 dentado 1
L5 LO2 Tuxpefio-1 cristalino

L21 LO7 Tuxpefio 1 cristalino 1
L22 L11 MezclaTropical Blanca  dentado 1
L18 LO6 Tuxpefio 1 dentado 2
L7 LO8 La Posta dentado 2
L8 LO9 La Posta cristalino 2
L16 LO3 Tuxpefio Caribe cristalino 3
L23 LO4 Tuxpefio 1 dentado 3
L12 LO5 La Posta dentado 3
L19 L10 BlancoTropical Precoz dentado 4
L25 L12 Tuxpefio-1 dentado 4
L28 L13 BlancoTropical Tardio cristalino 4
L33 L14 Tuxpefio-1 dentado 4
L39 L17 Blanco Subtropical cristalino 4
L41 L18 Tuxpefio-1 cristalino 4
L35 L20 Tuxpefio-1 dentado 4
L38 L21  Sintético resistente taladradoresristalino 4
L36 L15 Tuxpefio-1 dentado 5
L37 L16 Tuxpefio 1 dentado 5
L34 L19 Tuxpefio 1 cristalino 5
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CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos corroboran a los marcadores microsatélites
como una herramienta de excelente complemento a los marcadores
morfoldgicos, utilizados normalmente para discriminar genotipos y
para establecer las combinaciones con mayor potencial heterético en
la produccion de hibridos de maiz.
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MICROPROPAGACION DE Lepidium virginicum L.
A PARTIR DE MICROESQUEJES

Giampapa Brucato*, Maria Graziella**,
Iselen Esther Trujillo Diaz* y Maira Oropeza C.**

RESUMEN

Lepidium virginicum L., es una planta usada popularmente debido a sus multiples
propiedades farmacol 6gicas, medicinalesy por presentar accion contraciertos parasitos.
La micropropagacion de L. virginicum L., se establecio a partir del cultivo de micro-
esquejes de plantas de 3 meses de edad mantenidas en condiciones de vivero. Los
microesguej esfueron cultivados en medios Murashigey Skoog M S suplementados con:
MedioA: 1 mg|*BA, MedioB: 1 mgl*BA+1mgl*ANA, MedioC: 2mg|* BA +
1mgI*ANAy un medio control sin hormonas. Todos |os medios utilizados permitieron
lainiciacion, multiplicacion y enraizamiento de los explantes parala micropropagacion
de esta especie. A los 30 dias de haberse iniciado el cultivo de microesguejes se obtuvo
un promedio de 1,87 brotes/explantes. Las vitropl antas presentaron raices con unalongitud
promedio de 2,4-3,2 pulgadas, las mismas se presentaron a partir de los 15 dias de
iniciado & cultivo. Enlosexplantes cultivados en |os medios suplementados con hormonas
se observalaproliferacion de calo.

Palabras clave: Lepidium sp.; cultivo “in vitro”; microesguejes.
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MICROPROPAGATION OF Lepidium virginicum L.
FROM MICROCUTTINGS

Giampapa Brucato*, Maria Graziella**,
Iselen Esther Trujillo Diaz* y Maira Oropeza C.**

SUMMARY

Lepidium virginicum L., plants are frequently used because they have
numerous pharmacological and medicina properties and they act against
parasites. To establish micropropagation of L. virginicum L., 3 month-old-
plants from greenhouse were used as microcutting sources. These
microcuttings were cultured on M S (1962) medium supplemented with: A:
1mgl*BA,B:1mgltBA+1mgltANA, C:2mgltBA+1mgl|tANA.
A control medium without plant hormones was also used. Initiation,
multiplication and rooting of explants were observed on these media. After
30 days the average number of shoots per explant was 1,87. The average
length of plantlets after 15 days was 2,4-3,2 inches. The explants cultured
on media supplemented with hormones showed callus proliferation.

Key Words: Lepidium sp.; in vitro culture; microcuttings.
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INTRODUCCION

Lepidium virginicum L., es una planta que pertenece a la familia:
Brassi caceae, anteriormente denominada Cruciferae. Graingey Ahmed
(1988); Calzada et al., (2003) sefidlan que L. virginicum tiene actividad
contraciertosparésitos. Kozel (1991); Lindorf (2001); Lampey Peterson
(2002) establecen que la planta es utilizada para combatir mdiltiples
enfermedades. Debido a las propiedades que presenta esta planta, se
evidencia la importancia de establecer un sistema eficiente de propa-
gacion vegetativa para esta especie.

MATERIALESY METODOS

LosmicroresquejesdeL. virginicumL., seobtuvieron apartir de plantas
detres meses de edad mantenidas en condicionesdevivero. Estas plantas
fueron asperjadas dos veces por semana durante dos semanas con un
fungicida de uso comercial marca Horticol® (10 mg IY). El medio de
cultivo que seutilizd fueel deMurashigey Skoog 1962 (M S), enriquecido
con vitaminas. tiamina (5 mg I'Y), mio-inositol (100 mg I%), sacarosa (30
g, suplementado con: MedioA: 1 mg |2 BA, MedioB: 1 mg |t BA+
1mgltANA, MedioC: 2mgl*BA + 1 mgltANA. El agente gelificante
utilizado fue agar (8 g I'Y), pH 5.8. Treinta explantes fueron incubados
en el cuarto de crecimiento a 25 = 1 °C bajo luz blanca fluorescente
continua. Los explantes fueron sub-cultivados a medio fresco cada 21
dias. La€ficienciadel sistemade regeneracion “invitro™ establecido fue
medida por el indice de formacion de brotes (Trujillo, 1994); los célcu-
los se efectuaron alos 30y 60 dias de haberse iniciado €l cultivo.

RESULTADOSY DISCUSION

L osexplantes cultivados en | os diversos medios de cultivo desarrollaron
plantas (Figura 1). Luego de haber transcurrido quince dias del cultivo
las vitroplantas tenian una longitud promedio de 5 cm. Debe sefiadlarse
gue un balance hormonal entreauxinay citoquininaen el medio decultivo
es necesario paralaformacion de plantas a partir de yemas. El Cuadro
muestra los resultados del indice de formacion de brotes para cada
uno delos diferentestratamientos aplicados. En este Cuadro se observa
que los valores de los indices de formacion de brotes para el segundo
sub-cultivo, son menores que los correspondientes al primer periodo de
sub-cultivo.

Esto pudo ser debido a que algunos explantes sufrieron un proceso de
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FIGURA 1.  Vitroplanta de Lepidium virginicum obtenida a los 30
dias de cultivo.

clorosisy perdieron su capacidad de respuesta. Orellana (1998) sefial 6
gue el balance auxinal/citoguininas es determinante para el coeficiente
de multiplicacion, por 1o que a lograr un balance adecuado es posible
alcanzar elevadas tasas de proliferacion aumentando la efectividad del
método de micropropagacion.

L osresultados muestran que en el medio de cultivo control y en el medio

CUADRO. Influencia de los medios de cultivo en el N° de brotes/
explante formados alos 30 dias (1er sub-cultivo) y alos
60 dias (2do sub-cultivo).

indice deformacion debrotes

Tratamientos
ler sub-cultivo 2do sub-cultivo
Control(Sin hormonas) 1,8 1,73
A (1 mgl*BA) 1,87 1,80
B (1 mgltBA +1mgltANA) 1,70 1,6
C(2mgl*BA +1mgl*ANA) 1,6 1,53
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decultivocon 1 mgl* deBA seoriginalamayor proliferacion de brotes,
mientras que la adicion de una auxinajunto con esta citoquinina dismi-
nuye laformacién de los mismos.

Paralos 30 explantes cultivados no fue necesariala utilizacién de medios
para la induccion de raices, debido a que trascurridos treinta dias del
cultivo, se formaron raices en todos los tratamientos. El tiempo de
formacion de raices para cada medio de cultivo fue el siguiente:
A, 20 dias; B, 23 dias; C, 30 diasy para €l control fue de 15 dias. Esta
variacion en los tiempos de aparicion de las raices puede ser debidaala
concentracion endégena de auxina presente en las vitroplantas. Ademas,
durante el proceso de micropropagacion se observé que existe un ato
porcentaje de formacion de callo en los medios A, B, y C. Asi mismo,
se observé laformacion de raices a partir de estos callos alos 33 dias
de cultivo (Figura 2).

FIGURA 2.  Cdlo organogénico de Lepidium virginicum.
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DETECCION DE ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA
A PARTIR DE CALLOSEMBRIOGENICOS
Y NO EMBRIOGENICOS DE CANA DE AZUCAR

AnaKarina Marcano*, Elizabeth Valdivieso** y Maira Oropeza C.**

RESUMEN

Uno de los sistemas de propagacion in vitro més utilizado en el cultivo de la cafia de
azUcar, Saccharum sp., es la embriogénesis somética. Durante este proceso ocurren
cambios en laexpresion de las proteinas que pueden ser determinados mediante el ané-
lisisde patronesisoenziméticos, permitiendo estos|aeval uacién tempranadelos cultivos
embriogéni cos antes de que los cambios morfogenéticos se hagan evidentes. En el trabajo
se estudié la presencia de la actividad fosfatasa acida (ACP) a partir de callos
embriogénicos (E) y no embriogénicos (NE) de cafia de azlcar. Con €l fin de detectar
estaactividad serealizaron electroforesisen gelesde poliacrilamidaa 10% en condiciones
nativas, incubandose luego el gel en presenciade los sustratos a-naftil fosfato y b-naftil
fosfato apH &cido. Paralelamente, se determind lamismaactividad en ensayos enziméticos
a punto final, con ligeras modificaciones. Los perfiles electroforéticos mostraron una
unica banda en ambos extractos, no observandose diferencias significativas en lainten-
sidad de las mismas. No obstante, €l ensayo enzimético revel6 una mayor actividad
fosfatasa acida (1,5 veces) en |os extractos de callos E que en los NE. Estos resultados
preliminares sugi eren que estaactividad podriautilizarse como marcadorade | os procesos
de diferenciacién que ocurren durante € cultivo in vitro.

Palabras Clave: Cafia de Azlcar; Saccharum sp.; embriogénesis somética;
fosfatasa &cida.
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DETERMINATION OF ACID PHOSPHATASE ACTIVITY
FROM EMBRYOGENIC AND NON EMBRYOGENIC
SUGARCANE (Saccharum sp.) CALLUSES

AnaKarina Marcano*, Elizabeth Valdivieso** y Maira Oropeza C.**
SUMMARY

Somatic embryogenesis is one of the in vitro propagation systems used more
extensively for sugarcane Saccharum sp., culture. During this process changes
inthe protein expression patternsare observed and they can be determined using
isoenzimatic analysis. Thisapproach allowsearly evaluation of the embryogenic
potential before the morphogenetic changes become evident. In this work, the
acid phosphatase activity (PAC) from embryogenic (E) and non embryogenic
(NE) calluses of sugarcanewas studied. Gel €l ectrophoresiswas performed using
polyacrylamide 10% gels under native conditions, followed by incubation with
a-naftil phosphate and 3-naftil phosphate solutionsat acid pH. The same activity
was determined on enzymatic assays to end point according to Gottlieb and
Dwyer (1981), with some modifications. Electrophoretic profiles showed just
one band of the same intensity in each extract. Nevertheless, enzymatic assays
reveal ed a higher acid phosphatase activity (1,5times) in E callus extractsthat
inthe NE. These preliminary results suggest that acid phosphatase activity could
be used as amarker for differentiation processes during in vitro culture.

Key Words. Sugarcane; Saccharum sp.; somatic embryogenesis; acid
phosphatase.

*  Estudiante de Postgrado en Botanicay ** Profesores, respectivamente. UCV. Instituto
de Biologia Experimental. E-mail: anak_marcano@yahoo.com
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INTRODUCCION

La cafiade azlcar, Saccharum sp., esun cultivo de importancia econé-
micatanto anivel mundial como en Venezuela, yagque no sblo se utiliza
en la obtencion de azlcar, sino también en la produccion de alcohol,
papel, madera, alimentacién animal, etc. Uno de los sistemas de propa-
gacion in vitro més utilizado en € cultivo de la cafia de azlcar es la
embriogénesis somética. Durante este proceso pueden ocurrir cambios
en el patron de expresion de las proteinas, por 1o que es necesaria la
busqueda de marcadores bioguimicos que permitan el estudio temprano
de los eventos morfogenéticos que ocurren durante la embriogénesis en
plantas.

MATERIALESY METODOS

Induccion del callo: Para inducir la formacién de callos se usaron
secciones de hojas jévenes de plantas de cafia de azlicar (Saccharum sp.)
de la variedad V75-6, las cuales se sembraron en un medio de cultivo
gue contenia sales MS (Murashige y Skoog 1962) suplementado con
30 uM de Dicamba, incubandose en oscuridad a 25 + 1 °C durante
1 mes, seglin Marcano et al. (2002).

Extraccion de proteinas: Después de 60 dias de cultivo, se separé
manualmente el callo embriogénico (E) del no embriogénico (NE), 1 g
decallo semaceroy resuspendi6 en 6 ml detampdn de extraccion (50mM
TRIS-HCL (pH 8), 5 % (V/v) glicerol, 0,1 mM EGTA, 0,2 KCL, 1,5%
(v/v) PVPYy 1% b-mercaptoetanol). El contenido de proteinas solubles
se determin6 mediante el método de Bradford (1976).

SDS-PAGE: La corrida electroforética se realizo en geles de poliacri-
lamida a 10% en condiciones nativas, segin Laemmli (1970).

Determinacién de la Actividad fosfatasa acida (ACP) en geles: Se
[levd a cabo segn el método sefidl ado por Glasmann et al. (1988).

Actividad Enzimética: Se realiz6 € ensayo a punto final, segin lo
descrito por Gottlieb y Dwyer (1981) con ligeras modificaciones.
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RESULTADOSY DISCUSION

El ensayo enzimético apunto final realizado paradeterminar diferencias
en laactividad fosfatasa acida en extractos de callos E y NE de cafiade
azucar, revel 6 unamayor actividad (1,5 veces) en € tejido E con respecto
al NE (ver Cuadro).

CUADRO. Actividad enzimaética de extracto de callosEy NE
de cafla de azlcar. La actividad esta expresada en
moles/h/mg de proteinas con un n= 3.

Extracto de Callo Actividad Enzimética Especifica
No embriogénico 1,876 + 0,27
Embriogénico 2,847 + 0,44

Con relacién a la determinacion de la actividad ACP en geles de
poliacrilamida en condiciones nativas, se detecto una Unica banda en
ambos extractos, no observandose diferencias significativas en la
intensidad de las mismas (ver Figura), bajo las condiciones detiempo y
pH utilizadas en este ensayo.

FIGURA. Actividad FosfatasaAcidaen gel a 10% en condiciones
nativas. (E) extracto de callo embriogénico, (NE)
extracto de callo no embriogénico de cafia de azlcar
V75-6.
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Lasdiferenciasenlaactividad ACPentre callosEy NE descritas en este
trabajo sugieren que dicha actividad podria utilizarse como marcadora
delos procesos de diferenciacion que ocurren durante el cultivo invitro.
Estos resultados concuerdan con lo observado por Menéndez-Yuffay
Garcia (1986) quienes detectaron una mayor expresion de la actividad
ACP en callos E de café con respecto alos callos NE.
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ANALISISDE LA ESTABILIDAD GENETICA DE
PLANTAS DE Stylosanthes capitata Vog., REGENERADAS
“invitro” UTILIZANDO MARCADORES RAPDs!

NorkaAlexandra De Lima M éndez*, Maira Oropeza C.**,
Andreina Pérez* y I selen Esther Trujillo Diaz*

RESUMEN

En Venezuela, las leguminosas cubren un area aproximada de 180 000 km? ubicadas
sabanas tipo pastizales naturales o que las hace el principal sustento en laalimentacién
de la ganaderia de carne de laregion y de mas del 60% del pais. Sylosanthes capitata
Vog., en especifico, posee unaaltacapacidad defijar nitrégeno atmosféricoy un sistema
radicular muy profundo, contribuyendo a la fertilidad y estabilidad de los suelos
compactos. Sin embargo, su principal desventajaestaen que su tasareproductivaparala
obtencion de semillas es muy baja. Ello ha propiciado el establecimiento de varios
procesos de regeneracion in vitro, los cuales se han desarrollado con gran éxito,
obteniéndose gran cantidad de plantas. A pesar de estos avances, estametodol ogiano ha
sido evaluadarespecto alaestabilidad genéticade las plantas regeneradas, lacua puede
determinarse a través del uso de marcadores moleculares. En el trabajo, se estudio la
estabilidad genéticade plantasde S. capitata VVog., apartir de comparaciones de patrones
de bandas de ADN amplificado al azar (RAPDs) entre la planta madre y las plantas
“in vitro”, probandose 9 iniciadores de la serie OPC del 15 a 23 (Invitrogen) en un
volumen final de reaccion de 25 . Losresultados obtenidos mostraron amplificaciones
de bandas nitidas y reproducibles originando fragmentos de ADN comprendidos entre
21220pb hasta5000pb y los patrones de bandeo evidenciaron unaaltaestabilidad genética
de las plantas regeneradas a partir del cultivo “in vitro”.

Palabras Clave: ADN; leguminosas; cultivo “in vitro”; estabilidad genética.
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ANALYSISOF GENETIC STABILITY OF
MICROPROPAGATED PLANTS
OF Stylosanthes capitata Vog., USING RAPDs MARKERS

NorkaAlexandra De Lima Méndez*, Maira Oropeza C.**,
Andreina Pérez* and Iselen Esther Trujillo Diaz*

SUMMARY

Legumesin Venezuelacover an areaof an approximately 180 000 km?, forming
natural pasture savannas that act as a principal source of animal feeding and
represents more than 60% of soils all over the country. Sylosanthes capitata
Vog., hasahigh capacity to fasten nitrogen from the atmosphere, and very deep
root systems that contribute with the fertility and stability of compact soils.
However, the main disadvantage from these plants is their low sexual
reproductive ratio, this has led to, the establishment of various in vitro
regeneration processes which have been well developed and have permitted the
production of big amounts of plants. Despite, all these advances this
methodology, has not been evaluated regarding the stability of genetic
regenerated plants of in vitro Stylosathes capitata Vog., which can be
determinated by the use of molecular markers. Inthisresearch, genetic stability
of Sylosanthes capitata Vog., was determined via RAPDs comparing DNA
banding patterns of in vitro plantswith mother plant. DNA extraction was made
following Doyle and Doyle protocol, modified by Oropeza in 2001. For
amplification, 9 arbitrary primersfrom the series OPC 15 to 23 (Invitrogen)were
used, inafinal volume of 25l reaction. The results obtained demonstrated that
all primers tested, produced sharp and reproducible bands originating DNA
fragments ranging from 21220pb to 2000pb with a high genetic stability for
regenerated plants from in vitro tissue culture.
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INTRODUCCION

L asleguminosas se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mun-
do. Dentro deé€llas, el género Sylosanthes (Aeschynomae Papilionoide)
esta conformado por unas 30-40 especies, todas |ocalizadas en las zonas
templadas de las regiones tropicales y subtropicales de Surameérica,
Latinoamérica, Africa, Asiay Australia (t"Manneje, 1984). De estas 30-
40 especies s6lo 3 son nativas de Africa (S erecta; S fructicosa; y S
suborbiculata) y sélo una proveniente deAsia (S sundaica), lo queindi-
caque lasrestantes 35 especies se encuentran en Suramérica, principal-
mente en Brasil, Colombia, Venezuel g, etc. (Williamsy Gardner, 1984).

Sylosanthes, especificamente en Venezuela se ubica haciala region de
los llanos (180,000 km?) en sabanas tipo pastizales naturales, con una
gran adaptacion a zonas &idas y condiciones adversas, condiciones
tipicas de suelos pobres, por |o que los requerimientos de nutrimentos
necesarios parala planta son muy bajos. Sin embargo, presentan como
unaimportante desventaja, su tasa reproductiva muy baja, la cual inter-
fiere con su perpetuaci on como especie, o que hajustificado lablsqueda
de estrategias alternativas de propagacion, entre las cuales se menciona
el establecimiento de procesos de regeneracion in vitro, como la
micropropagacion (Devarumath et al., 2002).

Algunaostrabajosrel acionados con laregeneracionin vitro deleguminosas
incluyen la propagacion, han desarrollado gran cantidad de plantas in
vitro. Sin embargo, las plantas micropropagadas podrian sufrir ciertas
modificaciones en el genomay producir plantasin vitro diferentes ala
planta original. Por lo que la utilizacion de marcadores basados en
polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPDS) aparecen como
una alternativa eficiente para realizar la evaluacién de plantas in vitro
especificamente en éste género (Kazan, 1993).

Desde un punto de vista préactico, la facilidad y rapidez con que los
RAPDs pueden ser utilizados para la identificacion de polimorfismos
en cultivares de laespecie S. capitata Vog., pueden detectar un cambio
en una sola base en €l sitio de unidn con € iniciador o lainsercion y
deleccién enlaregion limitadapor el iniciadoresy también proveen una
estrategiaaternativaparael marcaje de sitios en el genomaque podrian
ser obviados en el mapeo genéticos (Caetano-Anolleset al., 1991; Martin
et al., 1991).
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Kazany Manners (1993), identificaron el mapa genético parael género
Sylosanthesapartir de cruces adecuados, establ ecieron unametodol ogia
y determinaron lareproducibilidad de los RAPDsYy asi como realizaron
la caracterizacion genética de loci seleccionados por estos marcadores.
Y una de las formas de evaluar la eficacia de cualquier proceso de
micropropagacion in vitro esta dado por la estabilidad genética de las
plantas micropropagadas con respecto a la planta madre y una de las
metodologias més adecuadas es la evaluacion a partir de marcadores
molecul ares.

El objetivo de este trabajo estuvo dirigido analizar laestabilidad genética
deplantasde S. capitata Vog., regeneradasin vitro utilizando marcadores
RAPDs, y paraello se desarrollaron una serie de pasos previos como: el
ensayo de diferentes metodol ogias paraobtener un ADN apto, determinar
la concentracion de ADN (ug ul?) idénea para la éptima amplificacion
por RAPDsde estosfragmentosde ADN y comparar patrones de amplifi-
cacion entre una plantamadre y las plantas de S. capitata VVog., regene-
radas por procesos in vitro.

MATERIALESY METODOS
Material Vegetal

Las plantas madres de S. capitata Vog., se obtuvieron en la Estacion
Experimental “Lalguana’ ubicadaen Valle delaPascuaestado Guérico
Venezuela. Se tomaron plantas en estado vegetativo y en floracion y
éstas fueron llevadas a vivero en donde se hicieron fertilizaciones y
fumigaciones periddicas para su mantenimiento. | gualmente setomaron
plantas obtenidas por organogénesisindirectaen trabajos previos dentro
del laboratorio. Estas se obtuvieron en mediosM S (Murashigey Skoog,
1962) suplementado con BA (0,5 mg I%) con un pH en el medio de 5,8
previo aser esterilizados en autoclave a120 Atmsde presion. Las plantas
in vitro fueron mantenidas en cuartos de crecimiento entre (24 + 2°C)
bajo (16H) de fotoperiodo continuo. Después de haber obtenido cierta
cantidad de plantas regeneradasin vitro de S. capitata \VVog., se procedié
atomar una muestra al azar para ser analizadas a partir de marcadores
moleculares RAPDs.
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Extraccién de ADN de Stylosanthes capitataVog

Seutiliz6 (0,1 g) detejido foliar de cadaplanta, invitroeinvivo, previa-
mente macerado en un mortero frio con nitrégeno liquido, para la
extraccion del ADN se utilizé el protocolo de Doyle y Doyle (1990),
modificado por Sambrook et al. (1989), para la determinacién de la
concentracion delosADNSs se procedi6 alacuantificacion por espectro-
fotometriade la concentraciény la pureza de |os extractos se dedujo a
partir delarelacion entre las absorbancia 260/280 nm. Adiciona mente,
para corroborar la calidad y la concentracion de los ADNs aislados se
empled latécnica de electroforesis en geles 0,8% de agarosa), en (1X)
buffer TBE (Tris-borato) y se utiliz6 bromuro de etidio (0,01ug ul?)
para efectos de tincion. Los extractos originales de cada una de las
muestras, se [levaron a una concentracion de (50 ng pl ) en buffer (TE)
paralas reacciones de PCR.

Andlisisa partir de marcadores moleculares RAPDs

Los andlisis con marcadores RAPDs fueron Ilevados a cabo utilizando
un set de (9) iniciadores de secuencia nucleotidica arbitraria (>15pb)
Invitrogen, Operon Technologies, Inc., Alameda CA, USA. serie OPC
(15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22y 23), tal como se apreciaen el Cuadro 1.
La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 segun Kazan et al.
(1993), conteniendo 100ng de ADN aunaconcentracion de (50 ng 2.
Paraun volumenfinal dereacciénde (25 W), semezclaron: (10X) buffer
de reaccion (20 mM) TrissHCL (pH 8,0), (100 mM) KCL, (0,1 mM)
EDTA, (1 mM) DTT, (50%) glycerol, (0,5%) Tween® (20 y 0,5)
Nonidet® - P40, (2 mM) MgCl,, (0,2 mM) dNTP's, (10 picoM) del
iniciador, (100 ng) de ADN, (1,0 U) por reaccion de Taq Polimerasa de
Promegay agua destilada estéril.

Las reaccion de amplificacion se realizd segliin Sambrook et al. (1989)
bajosas siguientes condiciones de ciclado: Desnaturalizacion delamo-
[écula por 1 minuto a 94 °C; 3 ciclos de alineacion y alargamiento o
extension de 30seg a 35 °C; de 1:30 min a 72 °C y un tercer ciclo de 35
repeticiones de 15 seg a94 °C; 35 °C por 30 seg y finalmente 1:30 min a
72 °C en lafase de elongacion. Los productos de amplificacion fueron
separados en geles de agarosa (1,8%) Promega USA en buffer (1X) TBE
(Trisborato) y se utilizé bromuro de etidio (0,5 ug ml?) para efectos de
tinciony finalmente analizados utilizando un equipo Gel-Doc 2000 (Bio
Rad, USA). Todas las reacciones fueron repetidas al menos una vez y
sblo se consideraron las bandas nitidas y reproducibles.
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CUADRO 1. Iniciadoresde secuencianucleotidicaarbitrariautilizada
para laamplificacion de ADNsde Syl osanthes capitata
Vog.

Iniciadores (Serie OPC) SecuenciasArbitrarias

Invitrogen
OPC 15 (DNA)-GAA CGGACT C-
OPC 16 (DNA)-AAA GCT GCG G-
OPC 17 (DNA)-TGT CAT CCC C-
OPC 18 (DNA)-CACACT CCA G-
OPC 19 (DNA)-GTT GCCAGCC
OPC 20 (DNA)- GTG-CCT-AAC-C
OPC 21 (DNA)-TCA-CGT-CCA-C
OPC 22 (DNA)-CTC-TCC-GCC-A
OPC 23 (DNA)-GGA-TGA-GAC-C

Para establecer si existen o no diferencias a nivel del genoma entre las
plantas madres (donadoras de explantes) y las plantas regeneradas
in vitro, de S. capitata Vog., in vitro se utilizé e método de RAPDs
William y Gardner (1984). Para este andlisis, se realizaron amplifi-
caciones del ADN extraido de (12) plantas escogidas a azar, de una
poblacién generada a partir de un proceso de organogénesis directa.

RESULTADOSY DISCUSION

Deacuerdo aestainvestigacion, laobtencién delos 11 diferentesADNs
se determind a partir de la combinacion de varios métodos: Sambrook
(1989); Doyle 'y Doyle (1990) y Oropeza (2001). Con la utilizacion de
esta combinacion se obtuvieron ADN’ s aptos para su amplificacién por
PCR. EnlaFigural se muestran ADNs gendmicos extraidos de 4 plantas
regeneradas in vitro en un gel de agarosa (0,8%) y en el Cuadro 2 se
muestralapurezadelosADNsaislados con val ores se absorbanciaentre
(1,8 y 2,0), lo que indica que estan libres de polisacéridos, écido
ribonucleico (ARN) y/o cualquier elemento queinterfieran con laampli-
ficacion de los marcadores tipo RAPDs.
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FIGURA 1.  Integridad ADNsdeplantasde S capitata Vog., invitro
reveladas en geles de agarosa (0,8%); M=Marcador de
Peso; 1, 2, 3y 4 Plantasin vitro de S capitata Vog.

Con losiniciadores seleccionados se logro obtener patrones de amplifi-
cacion para las 11 muestras, utilizando los iniciadores OPC 15 a 23
(Cuadro 1). Las amplificaciones de los ADNs de las 10 plantas regene-
radasin vitro, y 1 planta madre, con las condiciones de ciclado estable-
cidas por Kazan et al. (1992), generaron un total de (95) fragmentos de
ADN nitidosy reproducibles, con un peso molecular que vadesde 1000pb
hasta 15000pb. El rango total del nimero de fragmentos obtenidos fue
entre 4 bandas (OPC 17) y 14 bandas (OPC 20y 22) con losiniciadores
(OPC 15, 16, 18, 19, 21y 23) seobtuvieron un promedio de 11 fragmentos
de ADN por cadainiciador (Ver Cuadro 3).

Por otro lado, de los (9) iniciadores probados todos generaron patrones
con bandas monomorficas en las (11) plantas, confirmando la unifor-
midad genéticadelasplantasregeneradasin vitro (Figuras 2). Un giemplo
de los productos de amplificacién generados con los iniciadores (OPC
18, 20y 22) revelaron patrones de bandas que van desde 1000pb hasta
20000pb (Figuras 2). Finalmente del total de 95 bandas obtenidas en la
amplificacion conlos9iniciadores utilizadosen las 11 plantas analizadas
fueron bandas monomoérficas y ninguno de los iniciadores utilizados
produjo patrones de bandas polimorficas (0%).
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CUADRO 2. Cuantificacion de lacalidad de los ADNs obtenidos en
plantasmadrey plantasinvitro Protocolo (Doyley Doyle
1990) modificado por Sambrook et al. (1989) y Oropeza

(2001).
Muestras S. capitata Vog. Calidad de ADNsAbs 260/280nm
1 2 3 4
Plantas in vitro 1,75 2,0 1,59 1,76
Plantas in vivo 1,86 1,79 1,88 1,85

L os resultados demuestran que los marcadores RAPDs pueden ser utili-
zados para determinar la estabilidad genética de plantas de S capitata
Vog., obtenidas por procesosin vitro, aunque solo se probaron 9 inicia
dores con muy pocos ADNSs de plantas (11), se observé un muy bajo
nivel de polimorfismo en las plantas regeneradas comparado con laplanta
madre, 1o que determinaria como un indicio de estabilidad genética de
plantasin vitro de S. capitata Vog. Sin embargo, con |os resultados agui
sefialados, no se puede asegurar que existe una verdadera estabilidad
genéticaen las plantas regeneradas, ya que es necesarialautilizacion de
unamayor cantidad de plantasy aumentar €l nimero deiniciadores para
determinar si realmente el proceso de micropropagacion utilizado es
estable genéticamente.

Estos resultados se contraponen alo expuesto por dos autores Brown
etal. (1993); Rani y et al. (1995), que apoyan lahipétesisdelaocurrencia
de un cierto grado de variabilidad genética inducida por €l cultivo de
tejido; estos consideran que si existe una variabilidad que es generada
por el proceso de cultivo in vitro, y por ello esta se debe verificar con el
fin de evaluar los procesos de micropropagacion (Chen et al., 1998).

Sin embargo, algunos estudios de estabilidad genética de plantas,
micropropagadas de Piceamariana (I1sabel et al., 1993), P. Abies(Fourre
et al., 1997), y algunas otras especies (Rani y Raina, 1998) han hecho
gran énfasisen quelas plantas regeneradas por procesosin vitro, pueden
no ser exactamente iguales al genotipo madre, pero esto no indica que
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estas sean diferentes en su fenotipo. Tal es el caso del estudio realizado
por Devarumah et al., en el 2002 con plantas micropropagadas de té
proveniente de Chinaelndia, solo dosdelos clones obtenidos presentaron
una estabilidad genética completa durante el proceso de micropro-
pagacion, lo que en el contexto de lacomercializacion indico que aungue
las plantas no eran genéticamente idénticas, no hubo diferencias signifi-
cativas en cuanto alas caracteristicas comerciales del té.

Por otro lado, los resultados concuerdan con |os realizados por Rani et
al. (1995), en el cua determinaron la estabilidad genética de 23 plantas
de Populus deltoides regeneradas por procesos de micropropagacion,
paraello utilizaron 11 marcadoresy como resultado obtuvieron que sélo
5 delosiniciadores generaron polimorfismos entre 6 plantas regeneradas,
mientras que el resto de las plantas fueron monomorficas paralos demés
iniciadores, demostrando entonces una cierta estabilidad genéticade las
plantas micropropagadas (Rani et al., 2000).

CUADRO 3. Numero de productos de amplificaciones generados con
el uso iniciadores de secuencia nucleotidica arbitrarias
para el andlisis de plantas regeneradas in vitro de

Sylosanthes capitata Vog.
Iniciador SecuenciaArbitraria Ne de Bandas monomorficas
(Invitrogen) generadas

OPC 15 (DNA)-GAA-CGG-ACT-C- 6
OPC 16 (DNA)-AAA-GCT-GCG-G-
OPC 17 (DNA)-TGT-CAT-CCC-C- 4
OPC 18 (DNA)-CAC-ACT-CCA-G- 13
OPC 19 (DNA)-GTT-GCC-AGC-C 1
OPC 20 (DNA)- GTG-CCT-AAC-C 14
OPC 21 (DNA)-TCA-CGT-CCA-C 13
OPC 22 (DNA)-CTC-TCC-GCC-A 14
OPC 23 (DNA)-GGA-TGA-GAC-C 11

Total 95
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En conclusion, en este trabajo se pudo establecer |lametodologia parael
andlisisdelaestabilidad genéticade plantasde S capitata \Vog., obtenidas
por procesos de micropropagacion. Los patrones obtenidos con los 9
iniciadores seleccionados (OPC 15-al 23), no revelaron variaciones en
ninguna de las plantas regeneradas comparadas con la planta madre, 1o
que permitio considerar que los marcadores RAPDs son idoneos para
detectar variaciones por procesosinvitroy evaluar laestabilidad genética
delaplantas.

Se recomienda para investigaciones futuras aumentar tanto el tamafio
delamuestrade plantasin vitro ein vivo como el nimero deiniciadores
a utilizar para con € fin de establecer una verdadera existencia de la
estabilidad genéticade estas plantas y lainformacién pueda ser genera-
lizada para €l proceso de micropropagacion en la especie S. capitata.
Vog.
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IDENTIFICACION DE CULTIVARES DE ARROZ
CONALTA CAPACIDAD DEAJUSTE OSM OTICO
PARA EL MEJORAMIENTO GENETICO
DE LATOLERANCIAA LA SEQUIA!

Thaura Ghneim-Herrera*, Arnaldo Rosales**,
Marwan Aguilar**, Algjandro J. Pieters*,
Iris Pérez Almeida*** y Gelis Torrealba****

RESUMEN

Su diseccion genética, mediante la identificacion de loci de caracteres cuantitativos
(QTLY), es parte de la estrategia para el megjoramiento genético de la tolerancia a la
sequiaen accesiones del germoplasma nacional. Como primer paso dentro de estaestra-
tegia de caracterizar la capacidad de gjuste osmético (AO) en 7 cultivares de arroz de
riego (‘Araure 4’, ‘Araure 50, ‘ Cimarrén’, ‘Fonaiap 1', ‘Fonaiap 2000", ‘Linea 17’ y
‘Venezuela 21') sometidos a déficit hidrico bajo condiciones de invernadero. El grado
de ao vario6 significativamente entre | os cultivares estudiados en €l rango 0,08-0,5 M Pa.
‘Fonaiap 2000" mostr6 la mayor capacidad de AO con valores ~0,5 MPa; esto estuvo
asociado ala acumulacion de carbohidratos bajo condiciones de sequia. Los sintomas
de estrés hidrico (enrollamiento foliar) aparecieron mas tardiamente en ‘ Fonaiap 2000’
queen el resto deloscultivaresy apotencial es hidricos més negativos (wh ~-3,1 MPa),
lo cual evidencia la efectividad del AO para € mantenimiento de un estatus hidrico
favorable. Los valores de AO medidos son similares a de otras variedades de arroz
utilizadas en laactualidad parael mapeo de QTL s asociados a esta caracteristica, lo cual
hacede‘ Fonaiap 2000" unacandidataparael desarrollo de poblaciones de mapeo, y una
fuente potencial para el mejoramiento de esta caracteristica dentro del germoplasma
nacional.

Palabras Clave: Arroz; Oryza sativa L .; tolerancia ala sequia; mejoramiento
genético; gjuste osmatico; QTLSs; ‘Fonaiap 2000'.
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IDENTIFICATION OF RICE CULTIVARS
WITH HIGH OSMOTIC ADJUSTMENT CAPACITY
FOR THE GENETIC IMPROVEMENT
OF DROUGHT TOLERANCE!

Thaura Ghneim-Herrera*, Arnaldo Rosales**,
Marwan Aguilar**, Algjandro J. Pieter s*,
Iris Pérez Almeida*** y Gelis Torrealba****

SUMMARY

Its genetic dissection, through the identification of quantitative trait loci
(QTLs) is an important component of the strategy for the genetic
improvement of drought tolerance in local rice cultivars. As a first step
within this strategy, we measured the capacity of osmotic adjustment (OA)
in 8 local rice varieties (‘Araure 4, ‘Araure 50, ‘Cimarrén’, ‘Linea 17,
‘Fonaiap 1', ‘ Fonaiap 2000" and ‘ Venezuela 21') subjected to water deficit
(drought) under glasshouse conditions. The OA values varied between 0.08-
0.6 MPa. ‘Fonaiap 2000" showed the highest capacity for OA with values
ca 0.5 MPa. In this cultivar, OA was associated with the accumulation of
carbohydrates under drought stress. Drought stress symptoms (leaf rolling)
appeared later and at more negatives leaf water potemtials (yh ~-3.1 MPa)
in ‘Fonaiap 2000" than in the rest of the cultivars studied, indicating that
OA isan effective mechanism for maintaining afavorable water status. The
values of OA measured in this study are similar to those reported for other
cultivars used for mapping QTLs associated to this trait. Thus, ‘ Fonaiap
2000’ appears as agood candidate for devel oping mapping populations for
QTL identification and asapotential donor for the improvement of osmotic
adjustment capacity in our rice germplasm.

Key Words: Rice; Oryza sativa L .; drought tolerance; osmotic adjustment;
QTLs; ‘Fonaiap 2000'.
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INTRODUCCION

El gjuste osmético (AO) es un mecanismo adaptativo mediante el cual,
bajo condiciones de estrés, |as plantas son capaces de acumular solutos.
Esta acumulacion de solutos resulta en la disminucion del potencial
osmatico y en e mantenimiento de altos potenciales de turgencia, lo
cual permite el mantenimiento de diversas funciones celulares (Blum
1988).

El AO, definido como la reduccion del potencial osmético mediante el
incremento de la concentracion intracelular de solutos, representa una
caracteristica clave en la determinacién de la tolerancia a la sequia en
arroz, Oryza sativa L., particularmente en variedades de riego.

Lacapacidad de AO hasido propuesta como una caracteristicaclave en
ladeterminacién delatoleranciaalasequiaexhibidapor diversas especies
de cultivo. En arroz se hademostrado que el AO representa un mecanis-
mo efectivo pararetrasar € enrollamientofoliar (EF), lamuerte detejidos
foliaresy la senescencia bajo condiciones de sequia (Hsiao et al. 1984).
Sin embargo, una relacion clara entre la capacidad de AO y el rendi-
miento bajo condiciones de sequia no ha sido claramente demostrada
para esta especie.

En este estudio se sefidla el grado de AO en 9 cultivares de arroz, 7 de
ellos pertenecientes al germoplasmanacional y examinando el papel de
este mecanismo en €l retraso delaaparicién de sintomas de estrés hidrico
como el EF.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal. Las semillas de los cultivares Araure 4, Araure 50,
Cimarron, Fonaiap 1, Fonaiap 2000, Linea 17 y Venezuela 21 fueron
suministradas por €l Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA-CENIAP). Estos cultivares representan accesiones del
germoplasma nacional de arroz, cultivados bajo condiciones de riego.
Las semillas de las variedades testigos ‘ Nipponbare' (O. sativa, spp.
japonica, variedad de secano) e IR64’ (O. sativa, spp. indica, variedad
deriego) se obtuvieron através del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT, Colombia).
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Condiciones experimentales. Los experimentos se realizaron bajo
condicionesdeinvernadero en el Instituto Venezol ano de Investigaciones
Cientificas (1VIC-Centro de Ecologia) durantelos meses dejulio-agosto
del 2005. Las semillas de los distintos cultivares fueron germinadas
secuencialmente con la finalidad de hacer coincidir sus fechas de
floracion y realizar mediciones simultaneas en todos |os materiales.

Dos semanas|uego delagerminacion, las plantul as fueron transplantadas
acilindros de PVC (0,10 x 0,35 m) rellenos con suelo proveniente del
campo experimental del Centro de Investigaciones Agricolas del estado
Guarico (Bancos de San Pedro), suplementado con N-P-K aunatasade
150-80-80 kg ha.

Secultivaron untotal de 24 plantas por cultivar (unaplantapor cilindro),
las cuales se mantuvieron bajo condiciones deirrigacion hasta a canzar
50% de floracion. A partir de este momento, seinicio € tratamiento de
sequiaenlamitad delas plantas de cada cultivar mediante la suspension
del riego. La mitad restante (control) recibio irrigacion durante el resto
del experimento.

Determinacion de yh, ys, CRA, AO, CNE y EF. Serealizaron medi-
ciones inter-diarias del potencia hidrico (yh), potencial osmaético (ys),
contenido relativo de agua (CRA) y concentracion de carbohidratos
no estructurales (CNE) a amanecer (6:00-7:00 am) y a mediodia
(12:00-1:00 p.m) durante 12 dias en | os tratamientos de sequiay control.
Todas |as mediciones se realizaron por triplicado sobre hojas banderas
completamente expandidas. Paralamedicion de yh se utiliz6 unacamara
de presidn Soilmoisture Modelo 3000 (Soilmoisture Equipment Corp.,
Santa Barbara, USA).

El ysse calcul 6 utilizando laecuacion de van Hoff, apartir delosvalores
de osmolalidad obtenidos con un osmémetro Wescor Modelo 5520
(Wescor Inc, Utah, USA). El CRA fuecad culado segun Barrsy Wesatherley
(1962), con rehidratacion por 4-h y posterior desecacion a 80 °C por 48-
h.

El grado de AO se calculé segun Ludlow et al. (1983), con cada ys
corregido por su respectivo CRA y utilizando una constante de 18%
como la fraccion apoplastica de agua en arroz (Turner et al. 1986). La
concentracion de CNE se determind siguiendo la metodologia descrita
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por Duboiset al. (1956). El grado de enrollamiento foliar (EF) se evalGo
al mediodia (12:00-1:00 p.m) siguiendo €l sistema descrito por €l Insti-
tuto Internacional de Investigaciones en Arroz (IRRI 2002).

Desarrollo radical. Las plantas control de cada variedad fueron cose-
chadas al final de cada experimento a fin de determinar su desarrollo
radical. Se midieron 6 plantas por variedad.

RESULTADOSY DISCUSION

La severidad y progreso del estrés hidrico en los cultivares estudiados
fueron monitoreados a través de la aparicién de sintomas de EF. El EF
€s un mecanismo de evasion que permite a las especies de gramineas,
incluido €l arroz, disminuir el &reafoliar expuestay minimizar latranspi-
racion bajo condiciones de déficit hidrico (O’ Toole, 1982).

Laocurrenciay grado de EF son ampliamente utilizados como indica-
dores visuales de la susceptibilidad de variedades de arroz al déficit
hidrico (IRRI 2002), mayor €l grado de enrollamiento menor latolerancia
alasequia

Loscultivares analizados en este estudio muestran diferenciasen relacion
alaaparicion delos primerossintomasde EF y a estatus hidrico (yh) al

cua & maximo enrollamiento de las hojas es alcanzado (Cuadro 1).

Usando estos criterios, ‘ Fonaiap 2000’ exhibe la mayor tolerancia pues
muestra el maximo EF luego de 12 dias sin riego (DDS) y con yh muy
negativos, mientras que enlos cultivares mas susceptibles éste se observa
alos4 DDS (Cuadro 1).

Unarelacion directaentrelaocurrenciade EF y lacapacidad de realizar
AO ha sido demostrada en algunas variedades de arroz (Hsiao et al.,
1984). En este estudio se encuentra que la menor susceptibilidad de
‘Fonaiap 2000’ a estréshidrico, medidacomo el retraso en laocurrencia
de EF, estdasociadaaun alto grado deAO (Cuadro 2). De hecho, ‘ Fonaiap
2000" exhibe el mayor grado de AO entre |os cultivares locales estudia-
dos. En contraposicion, los cultivares locales mas susceptibles al déficit
hidrico en este estudio talescomo ‘ Venezuela 21’ (Cuadro 1) exhibieron
una baja capacidad de AO (Cuadro 2).
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CUADRO 1. Relacion entre el grado de enrollamiento foliar (EF), €l
potencial hidrico (wh) y los dias bajo tratamiento de
sequia (DDS) en los cultivares estudiados.

yh control  yh (-MPa) al grado EF indicado  DDSal grado

(-MPa) 1 9 EF9
Araure 4 1,7+0,1 1,8 2,9 6
Araure 50 15+£0,0 1,7 4,3 6
Cimarrén 19+0.2 - 33 8
Fonaiap 1 15+01 1,6 33 8
Fonaiap 2000 1,3+0,3 2,2 34 12
Venezuela 21 16+02 19 2,3 4
Linea 17 1,7+01 2,6 38 6
Nipponbare 14+0,1 18 2,8 4
IR64 15+0,2 25 No obs. No obs.

CUADRO 2. Ajuste osmatico, concentracion de carbohidratos no
estructurales (CNE) y longitud de laraiz principal en
los cultivares estudiados.

Ajuste Concentracion de CNE
osmotico (umol cm?) Longitud deraizprincipal

(MPa) Control Sequia (cm)
Araure 4 0,14+0,04 102%16 92+18 37,8+ 4,0
Araure 50 0,11 + 0,07 127+26 138zx01 34,4+ 48
Cimarrén 021+015 125+65 151+08 299+55
Fonaiap 1 0,18+ 0,09 181+16 140x27 28,153
Fonaiap 2000 0,43+0,16 140+13 184+14 40,3+ 5,8
Venezuela2l 0,16+0,03 141+38 159+95 31,5+ 12,7
Lineal17 0,15+ 0,04 91+04 7605 374+£59
Nipponbare 0,08+ 0,04 161+11 14,0+0,2 329+57
IR64 0,56 £ 0,18 115+24 174+20 26,5+£59
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El EF 1 corresponden a inicio del doblamiento de la hoja, mientras EF
9 a hojas apretadamente enrolladas (IRRI 2002). IR64 no exhibié EF 9
al final del experimento (12 dias). Seincluyen como referencialosvalores
deyh medidos en las plantas control de cada cultivar. Losvaloresdeyh
mostrados corresponden a las mediciones realizadas al mediodia. Los
valores de yh representan el promedio + desviacion estandar (n=3).

Laidentidad delos solutos acumulados en el proceso de gj uste osmético
en respuesta al déficit hidrico varia seglin la especie de cultivo; estos
solutos incluyen cationes inorganicos, acidos organicos, aminoacidosy
carbohidratos (Turner y Jones 1980). En arroz, sin embargo, laidentidad
de los solutos osmoticamente activos no hasido claramente demostrada
(Nguyen et al. 1997). En este estudio se observo gque ‘ Fonaiap 2000' e
‘IR64’, los dos cultivares con los mayores valores de ajuste osmatico,
mostraron un incremento de la concentracion de carbohidratos no
estructurales bajo condiciones de sequia (Cuadro 2), lo cual indica un
posible papel de estos compuestos en el proceso de gjuste osmatico
observado.

En agunas variedades de arroz, €l retraso en la aparicion del enrolla-
miento foliar esta asociado con una mayor capacidad para evitar la
deshidratacion mediante el desarrollo de un sistema radical profundo
(Fukai y Cooper 1995). Asi, un desarrollo diferencial de raices puede
ser un factor determinante de las diferencias en latoleranciaalasequia
exhibidapor distintasvariedadesde arroz. Entrelos cultivares estudiados,
‘Fonaiap 2000’ exhibi6 la mayor longitud radical (Cuadro 2). Sin
embargo, ésta no fue significativamente diferente a las exhibidas por
‘Venezuela 21’ y la ‘Linea 17’, dos cultivares comparativamente mas
susceptibles al déficit hidrico.

Las mediciones de AO y CNE se readlizaron luego de 3D bajo sequia.
Los valores representan el promedio + desviacion estandar (n=3). Los
de longitud de la raiz principal representar el promedio + desviacion
(n=6).

En experimentos previos en los que se compararon ‘Fonaiap 2000° y
‘Araure 4', resultd evidente que ‘Fonaiap 2000' presenta una relacién
raiz-vastago (R/V) alta (0,8) que se mantiene invariable con la sequia,
mientrasen’ Araure 4’ laR/V seincrementaen un 20 % pero enunvalor
menor queen ‘ Fonaiap 2000’ (0,6) (Pietersy El-Souki, datossin publicar).
Sin embargo las diferencias en R/V no significaron variaciones en la
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velocidad de deshidratacion con la suspension del riego (Pieters 'y
El-Souki, 2005). Estos resultados indican que, a menos bajo nuestras
condiciones experimental es, las diferencias en tol erancia observadas no
estan directamente relacionadas con la profundidad de raices. No
obstante, potenciales diferencias en el desarrollo radical entre los
cultivares estudiados podrian ejercer un efecto importante sobre las
respuestas de éstas a déficit hidrico en condiciones de campo.

El AO hasido propuesto como un mecanismo clave parael mejoramiento
genético delatoleranciaalasequia. Sin embargo, no existen evidencias
clarasde que lamayor capacidad de A O exhibidapor algunas variedades
dearroz setraduzcaen un mayor rendimiento bajo condiciones de estrés
(Fukai y Cooper. 1995). L osresultados obtenidos en este estudio indican
gue las diferencias en el grado de AO observadas entre los cultivares
locales estudiados se relacionan con su susceptibilidad/tolerancia a la
sequia, cuando ésta es cuantificada mediante €l grado de EF.

Sin embargo, experimentos adicionales, tanto bajo las condiciones
experimentales utilizadas en este estudio como en campo, se requieren
para establecer larelacion entre el AO, el grado de EF y larespuestade
cada variedad al déficit hidrico en términos de rendimiento.

Diversos trabgjos indican que la capacidad de realizar AO es mayor en
variedades de arroz de riego que en variedades de secano y que existe
dentro de cada grupo variabilidad genética para este carécter (Fukai y
Cooper 1995). Los resultados obtenidos en este estudio muestran que
dentro del grupo de cultivares del germoplasma nacional existe unaam-
pliavariacion en e grado de AO alcanzado bajo condiciones de sequia
(0,08-0,5 MPa) como se apreciaen el Cuadro 2.

En este estudio el grado de AO fue cal culado utilizando |a metodologia
propuesta por Ludlow et al. (1983). Comparaciones entre los datos del

trabajo y los obtenidos por otros investigadores mediante la misma
metodologia (Babu et al., 1999) ubican a ‘Fonaiap 2000’ como una
variedad con capacidad de AO media. Especificamente, ‘ Fonaiap 2000’

exhibevaloresdeAO similaresa‘lR64’, unavariedad deriego incluida
en este estudio como referencia (Babu et al., 1999).

Lacapacidad deA O exhibidapor ‘ Fonaiap 2000’ indicaque estavariedad
podria ser utilizada como progenitor en el desarrollo de poblaciones de
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mapeo de QTLs reguladores de |la capacidad de AO y como potencial
donante de este carécter en programas de mejoramiento genético de la
tolerancia ala sequia

L osresultados de estainvestigaci dn ponen de manifiesto lacompl gjidad
de la respuesta del arroz al déficit hidrico. Asi mismo, evidencian la
necesidad de evaluar latolerancia ala sequia de una maneraintegrada,
involucrando aspectos y procesos a varios niveles de organizacion.

CONCLUSIONES

Los cultivares estudiados exhiben distinta tolerancia a la sequia,
cuando ésta es medida como el grado de EF bajo condiciones de
estrés hidrico. Estas diferencias se relacionan con el grado de AO
exhibido por losdistintos cultivares. ‘ Fonaiap 2000° mostro lamayor
tolerancia pues los primeros sintomas de EF aparecieron a yh més
negativosque en el resto deloscultivares, y asu vez exhibi6 el mayor
grado deAO.

La acumulacion de CNE exhibida por ‘Fonaiap 2000’ bajo
condiciones de sequia indica un posible papel de estos compuestos
en el proceso de AO observado.

AUn cuando este estudio indica una posible relacion entre el grado
deAOYvy latoleranciaalasequia exhibida por los cultivares de arroz
estudiados, se requieren experimentos adicionaless para establecer
larelacion entreel AO, el grado de EF y larespuesta de cadacultivar
al déficit hidrico en términos de rendimiento.

‘Fonaiap 2000" exhibe una capacidad de AO medialo cual hace de
esta variedad una candidata para el desarrollo de poblaciones de
segregantes para € mapeo de QTLSs, y una fuente potencial para el
mejoramiento de esta caracteristicadentro del germoplasmanacional.
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EMBRIOGENESIS SOMATICA
EN DOSESPECIES DEL GENERO PLANTAGO
(Plantago major L.y Plantago hirtella Kunth)?!

JorgeA. Gonzalez A.*, Maira Oropeza C.**,
Teresa Edith Vargas C.** y Eva de Garcia**

RESUMEN

Con la finalidad de inducir el proceso de embriogénesis somética, segmentos de
hojas jovenes de plantas de Plantago major L. y Plantago hirtella Kunth fueron
cultivadas “in vitro” en un medio Murashige y Skoog (MS), suplementado con
mioinositol (10 mg I%), tiamina (0,4 mg I%), piridoxina (0,5 mg I%), &cido nicotinico
(0,5 mg 1Y), glicina (2,0 mg I), sacarosa (3%) y empleando como agente gelificante
agar (8 g1'1). Se probaron diferentes concentraciones (0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5y 1,0mg %)
de é&cido 2,4- dicloclorofenoxiacético (2,4-D). A partir de la tercera semana de cultivo,
se desarroll6 un callo de apariencia nodular, friable y con una coloracion entre pardo
claroy crema. Lainduccion del callo varié levemente dependiendo de la concentracion
del regulador de crecimiento suministradaa medio. Laformacion de callo, asi como la
aparicion de embriones sométi cos se pudo observar a final delacuartasemanade cultivo.
Alrededor de un 65% delos explantes de | as dos especi es produj eron embriones después
de la octava semanade cultivo, con ausenciade sincronizacion en los diferentes estados
de desarrollo embrionario.

Palabras Clave: Llantén; medicinal; embriones somaticos.
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SOMATIC EMBRYOGENESIS
FOR TWO SPECIES OF PLANTAGO GENUS
(Plantago major L.y Plantago hirtella Kunth)

JorgeA. Gonzéalez A.*, Maira Oropeza C.**,
Teresa Edith Vargas** y Eva de Garcia**

SUMMARY

With the purpose of inducing the process of somatic embryogenesis,
segments of young leaves of Plantago major L. and Plantago hirtella Kunth
plants were cultured “in vitro” in Murashige and Skoog (MS) media,
supplemented with myoinositol (10 mg 1), thiamine (0,4 mg1), pyridoxine
(0,5 mg I'Y), nicotinic acid (0,5 mg I%), glycine (2,0 mg I%), sucrose (3%)
and solidified with agar (8 g I'Y). Different 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid
concentrations were tested (0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 and 1,0 mg I%). Since the
third week of culture, a nodular and friable light brown callus devel oped.
Oneweek later, somatic embryos originated on callus surface. Around 65%
of the explants produced embryos at the eighth week of culture, with absence
of synchronization in the different stages of embryo development.

Key Words: Common plantain; medicinal; somatic embryos.
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INTRODUCCION

L as plantas medicinal es poseen un ato valor econdmico desde el punto
devistafarmacol dgico. Lasinvestigaci ones actual es se han enfocado en
la blsqueda de estrategias biotecnol dgicas que permitan alcanzar una
mayor eficienciaen lapropagacion, crecimiento, rendimiento, extraccion
y separacion de compuestos vegetal es natural es con actividad biol6gica
y terapéutica.

El género Plantago, agrupa hierbas perennes y anuales, de las cuales
algunas especi es son conocidas por sus propiedades medicinales (Ronsted
et al., 2003). P. major y P. hirtella, conocidas como Llantén y Falso
Llantén, respectivamente, crecen de manera silvestre en €l territorio
venezolanoy son utilizadas en lamedicinatradicional parael tratamiento
de enfermedades delapiel, enfermedadesinfecciosas, afecciones delos
organos digestivos, y como antipirético, entre otros (Caraballo et al.,
2004; Hernandez et al., 2002; Samuelsen, 2000; Mederos et al., 1997-
1998). Diferentes técnicas de cultivo “in vitro” han sido descritas para
plantas de este género (Barnay Wakhlu, 1989; Pramanik et al., 1995;
Mederos et al., 1997-1998; Dasy Raychaudhuri, 2001); sin embargo,
no existen estudios del uso de hojas como explantes.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el de inducir la
formacion de calloy embriones sométicos apartir de segmentos de hojas
jovenes de P. major y P. hirtella.

MATERIALESY METODOS

Segmentos de hojas (0,25 cm?) fueron tomados de plantas de 20 dias de
germinadas “in vitro” y usados como explantes. Para la induccion del
callo y la diferenciacién de embriones se utilizé medio MS (1962)
suplementado con mioinositol (10 mg 1), tiamina (0,4 mg|2), piridoxina
(0,5 mg I'Y), &cido nicotinico (0,5 mg 1), glicina (2,0 mg |'), sacarosa
(3%) y diferentes concentraciones de 2,4-D (0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5y
1,0 mg I'Y). El pH del medio se gustd a 5,8y se empleo agar (8 g I'%)
como agente gelificante, para luego autoclavar a 15 libras de presion y
120 °C por 20 minutos.

Paralainduccion del callo, 10 segmentos de hoja fueron inoculados en
frascoscon 25 ml de medio. Los cultivos se mantuvieron en condiciones
de oscuridad a 28 °C y se realizaron tres réplicas por tratamiento.
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El ensayo se monitored semanal mente despuésde suinicio, y apartir de
la cuarta semana se tomaron las observaciones. El experimento sellevo
acabo bajo un disefio factorial. Se utilizd un test a posteriori de compa-
racion de medias de Tukey para n iguales (Montgomery, 1991). Todos
los datosfueron procesados con el programaestadistico Minitab, version
13,20 afio 2000.

RESULTADOSY DISCUSION

Todas las concentraciones de 2,4-D evaluadas indujeron la formacion
de callo a partir de la tercera semana de cultivo, indistintamente de la
especie de Plantago. Para las dos especies se detectaron diferencias
significativas en el efecto de la concentracion de 2,4-D al compararlo
con el tratamiento control sin el regulador de crecimiento.

Talesresultados parecieran sugerir que paraambas especies de Plantago,
esindispensable €l uso del 2,4-D paralaformacion de callo. Los resul-
tados obtenidos en esta investigacion apoyan los obtenidos por Rout
et al. (2000) quienes no encontraron sefial es de formacién de callo cuando
cultivaron explantes de Chepahelis ipecacuana en un medio libre de
2,4-D, pero difieren de los obtenidos por Waklhu y Barna, (1989) que
observaron la formacion de callo compacto en explantes de raiz de
Plantago ovata Forsk en un medio libre del regulador de crecimiento.

Generalmente la formacion de callo es estimulada en funcion de la
concentracion exégena del regulador de crecimiento vegetal utilizado
(Rout et al., 2000); sin embargo, también hay que tomar en cuenta la
concentracion enddgenade auxinas en el explante, el tipo de explante y
€l estado fisioldgico del mismo e incluso, la especie vegetal utilizada.

Alrededor de un 65% del total de los explantes respondid hacia la
formacion de callo embriogénico. A partir delasextasemanalaformacion
de embriones comenzo ahacerse evidente en ambas especies (Figura l).
El andlisis estadistico (P>0,05) revel6 que €l nimero de embriones
somaticos formados en callos de P. hirtella fue mayor que el observado
en calosP. major.

EnlaFigura2 se observan losva ores promedio del nimero de embriones

por cada0,25 cm? decallo (0,1 + 0,02 g) deP. major y P. hirtella parala
octava semana de cultivo.
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FIGURA 1.

Grupo de embrionesglobularesen lasuperficie del callo
generado a partir de explante de hojade P. major (A) y
deP. hirtella (B)
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Los resultados de la investigacién concuerdan con los obtenidos para
Cephaelisipecacuana (Rout et al., 2000) y para Plantago ovata (Dasy
Raychaudhuri, 2001), quienes al canzaron un mayor nimero de embriones
somaticos en callos embriogénicos cultivados en un medio MS (1962)
suplementado con 1 mg |t de 2,4-D.

En general, se pudo observar que laformacién de embriones somaticos
depende fuertemente no sdlo de la especie de Plantago, sino también de
la concentracion del regulador de crecimiento vegetal utilizado. Los
resultados permiten concluir que concentraciones entre 0,3y 1,0 mg I*
de 2,4-D favorecen laformaciony desarrollo decalloy delosembriones
somaticos, y que la especie P. hirtella muestra una mejor respuesta en
comparacion con P. major bajo todas |as concentraciones eval uadas.
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ASPECTOS MORFOANATOMICOS DE CALLOS
ORIGINADOS DURANTE EL PROCESO
DE EMBRIOGENESIS SOMATICA
EN BANANO WILLIAMS SUBGRUPO CAVENDISH
(Musa sp. GRUPO AAA)
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Teresa Edith Vargas*** y Eva de Garcia****

RESUMEN

Con lafinalidad de analizar |as caracteristicas morfoanatémicas de | os call os obtenidos
durante el proceso de induccién de embriogénesis somética en banano Musa sp. cv.
“Williams”, se cultivaron manos de las posiciones 72 ala 202, provenientes de inflores-
cencias masculinasinmaduras en medio sdlido deinduccion decallo MAL. Transcurridos
seis meses de cultivo, los callos obtenidos mostraron diferentes morfologias, color y
textura y fueron clasificados segiin su consistencia 'y color en: compactos blancos
nodulares (CCBN), compactos blancos|lisos (CCBL ), marrones semi-compactos (CM SC)
y beige friables (CBgF). Los cortes a mano alzada realizados a estos callos mostraron
distintasformasy organizaciones celulares, aunado alapresenciade células embriogénicas
en agunos tipos. Después de 15 dias de cultivo en medio liquido MAZ2, todos los callos
presentaron células embriogénicas y no embriogénicas en distintas proporciones.

Palabras Clave: Morfoanatomia; callo; banano Williams; embriogénesis
somética.
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MORPHOANATOMIC ASPECTS OF CALLUS
ORIGINATED DURING THE INDUCTION PROCESS
OF SOMATIC EMBRYOGENESIS
IN BANANA WILLIAMS, SUBGROUP CAVENDI SH
(Musa sp. GROUPAAA)

Jeanetvska Urdaneta Gonzalez*, Rosanna Valerio**,
Teresa Edith Vargas*** y Eva de Garcia****

SUMMARY

Morphoanatomical characteristics of callus obtained during the induction
process of somatic embryogenesisin banana Musa sp. cv. “Williams’ were
analyzed. Hands on positions 7th to 20th coming from immature masculine
inflorescences were cultured on a solid mediafor callus induction (MAL).
After 6 months of culture, calli showed different morphologies, color and
texture. They were classified by its consistency and color in: nodular white
compact callus (NWCC), smooth white compact callus (SWCC), semi-
compact brown callus (SCBC) and friable beige callus (CBgF). The
histological studies of these calli demonstrated the presence of cells of
different shapes, different cellular organization, as well as embryogenic
cells. After 15 daysof culturein liquid medium MA2, all calli had different
proportion of embryogenic and non embryogenic cells.

Key Words: Morphoanatomy; callus; banana Williams; somatic
embryogenesis.
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INTRODUCCION

Los bananosy platanos son cultivares cuyas condiciones de esterilidad
y dtos niveles de ploidia no permiten el fitomejoramiento a través de
los métodos convencionales (Grapin et al., 1996, 2000). En este sentido,
€l uso detécnicas biotecnol 6gicastradicional esy modernas se haconver-
tido en una alternativa eficaz para el logro del mejoramiento vegetal.

Entre las técnicas biotecnoldgicas tradicionales se encuentra la
embriogénesis somética, la cua constituye un importante instrumento
para el mejoramiento genético vegeta (Grapin et al., 2000). El embrion
somético, por su bajo nimero de células constituyentes, es considerado
un material blanco ideal paralatransformacion genéticaa aumentar la
probabilidad de obtencién de plantas uniformemente transformadas
(Grapin et al., 1996). La embriogénesis somética en banano ha sido
inducida a partir de diferentes materiales vegetales incluyendo flores
masculinas inmaduras (Ma, 1991, citado por Grapin et al., 1996, 2000;
Escalant et al., 1994).

La mayoria de los estudios realizados incluyen descripciones morfo-
|6gicasdelos callos de Musa sp., pero no suministran informacion acerca
de las caracteristicas anatdmicas de los diferentes tipos de callos
obtenidos. Dichainformacion podriaaportar datos acercadelaestructura
citologicay posible presenciade centros de crecimiento, dentro del tejido
call0so, capacesde originar embriones. En este sentido, estainvestigacion
planted como objetivo analizar |as caracteristicas morfoanatémicas de
los callos obtenidos durante el proceso de induccion de embriogénesis
somatica en banano Musa sp. cv. “Williams® a partir de inflorescencias
masculinas inmaduras.

MATERIALESY METODOS

Material Vegetal: para inducir la callogénesis se utilizaron manos de
las posiciones de la 7™ a la 207 provenientes de flores masculinas
inmaduras de banano Musa sp cv. “Willians” (grupo AAA), inoculadas
en medio MA1 s6lido compuesto por sales M Sy suplementado con
1mglideAlA, ImgltdeANAY 4mgltde2,4D (Strosseet al., 2003).

Cultivo en medio liquido: Después de seis (6) meses de cultivo de las
manosen el medio MA1, |os callos obtenidos fueron transferidos amedio
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liquido de multiplicacion MA2 liquido compuestos por las sdlesMS'y
suplementado con 2 mg 1t de 2,4D (Strosse et al., 2003) y colocados en
oscuridad a 27 °C en un agitador rotatorio a 160 rpm.

Estudio histoldgico: Los diferentes tipos de call os obtenidos durante la
induccién fueron fijados en Formol -&cido acético-alcohol (FAA) a 70%,
cortados a mano alzada, tefiidos con Azul de Astra, y montados para su
observacion bajo microscopio de luz marca Nikon FX — 35DX con
camara fotograficaincorporada.

RESULTADOSY DISCUSION

Después de seis meses de cultivo en el medio de induccion MA1, los
callos obtenidos fueron clasificados segiin su consistencia 'y color en:
compactos blancos nodulares (CCBN), compactos blancoslisos (CCBL),
marrones semi-compactos (CMSC) y beige friables (CBgF).

Loscortesrealizados aestos callos mostraron quelos CCBN presentaron
una estructura celular organizada en las capas externas, apreciandose
unaepidermis uniestratificada de células dispuestas anticlinalmente ala
superficie del callo (Figura A). En algunas zonas de la superficie de
estos callos se observaron células de mayor tamafio y abundante conte-
nido citoplasmético, paredes celulares més gruesas, asi como la ocu-
rrencia de divisiones celulares internas en todos |os sentidos formando
masas proembriogénicas (Figura B), estos resultados muestran cierta
similitud con los obtenidos por Biberach (1995), quien observé a los
seis meses de cultivo que en algunas zonas de |os callos compactos se
encontraban cél ulas sueltas que se desprenden del mismoy queformaban
el cultivo embriogénico, caracterizado por la presencia de embriones
somaticos en diferentes estados de desarrollo y en muchos casos estos
embriones permanecian unidosalos callosde origen conlapared celular
bien delimitada.

Los CCBL presentaron epidermis uniestratificada formada por células
peguefias e i sodiamétricas; subepidermis constituida por células organi-
zadasy dispuestas anticlinalmente y unazonainternadel callo formada
por células isodiamétricas desorganizadas y con pocos espacios inter-
celulares (FiguraC). Los CM SC mostraron unaconstitucién celular méas
desorganizada con células de poca densidad citoplasmaticay espacios
intercelulares de mayor tamafio que los anteriores (FiguraD). Los CBgF
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presentaron una zonacentral con células organizadas en untejido relati-
vamente compacto con escasos espacios intercelulares y una zona
periférica constituida por células circulares e isodiamétricas de pared
delgaday distribucion laxa (Figura E).

FIGURA. A-B: CCBN; C: CCBL; D: CMSF; E: CBgF. Epidermis
(e), subepidermis (se), cél ulas parencuiméticas (cp), masas
proembriogénicas (mpe), espaciosintercelulares (&).

Biberach (1995), también observé laformacion de callos friables a los
3, 4, 5y 6 meses de cultivos de flores masculinas inmaduras de Musa
., cuyas células ubicadas hacialaperiferiadelos mismos se desprendian
facilmente y originaron células embriogénicas.

Después de 15 dias de transferencia de los callos a medio liquido de
multiplicacién M A2, las suspensiones celulares obtenidas delos CCBN
mostraron abundantes células embriogénicasy no embriogeénicas, agre-
gados celulares y embriones, a diferencia de las suspensiones de los
CCBL cuyascéulasfueron escasasy principal mente no embriogénicas.
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Las suspensiones de los CMSC mostraron, por su parte, poco Creci-
miento celular con células embriogénicasy no embriogénicas, mientras
gue las suspensiones de los CBgF presentaron células embriogénicas,
agregados celulares y embriones de color blanco unidos a pequefios
fragmentos de callo. Resultados andlogos fueron obtenidos por Biberach
(1995), alosveintediasde transferir loscallosfriablesa medio liquido,
en donde se observé la presencia de agregados cel ulares embriogénicos
y pequefias células esféricas con citoplasma denso.

Cabe destacar que la mayoria de los estudios histol 6gicos realizados a
callos de Musa sp. han sido con lafinalidad de observar el origen delos
sistemas embriogénicos formados, pero ninguno describe anatomi-
camente |os diferentes tipos de callos originados, haciendo énfasis solo
en agquellos embriogénicos (Escalant et al., 1994; Biberach, 1995; Grapin
et al., 1996, 2000; Trujillo y de Garcia 1999; Vidal et al., 2000).
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AGRONOMIA TROPICAL

REVISTA DEL INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
AGRICOLAS VENEZUELA

INSTRUCCIONES PARA LOSAUTORES

Agronomia Tropical publicatrabajos originales producto de lainvesti-
gacion en el areade laagronomia. Se reconocen por trabajos originales
aquellos que son producto de la investigacién o experimentacion, que
tienen como objetivo concreto desarrollar nuevos conceptos o tecnologias
y adaptar las existentes alas condiciones|ocales.

El envio de trabajos a Agronomia Tropical implica que no han sido
presentados para su publicacion en otrarevista.

L ostrabajos cortos, que describen técnicas experimental es, equipos, fend-
menos naturales, o especies nuevas, seran publicados en larevistacomo
notas. También se aceptan resefias de libros recientemente publicados.

M anuscritos

Serequieren un original y tres copias legibles, mecanografiadas a doble
acio en papel blanco tamafio carta (28,0 x 21,5 cm), utilizando una
sola caracon méargenes de 2 cm en la parte superior y 3 cm en los deméas
lados. Las paginas deben ser numeradas consecutivamente. La version
final del trabajo, en lacua se han acogido las observaciones de losrevi-
sores, deberaremitirse tanto en un original mecanografiado, como archi-
vado en un CD o disquette transcrito en MS Word 6,0 o superiores.

La secuencia en la presentacion de un trabajo es como sigue: titulo,
autor(es), palabras clave, resumen, introduccién la cua debe incluir la
revision deliteratura, materialesy métodos, resultadosy discusion, conclu-
siones (si las hubiere), resumen (summary) y titulo en inglés, agradeci-
miento (si hubiere), bibliografia.

Los titulos de cada una de las partes del trabajo deben insertarse en el
texto en letras mayUsculas y en el centro de lapagina.

Laextension del trabajo no debe exceder de 25 paginas a doble espacio,
incluyendo en ellos cuadros, figurasy referencias.

Titulo. Escrito en letras mayUsculas, debe ser claro y conciso, procu-
rando no excederse de 20 pal abras. Debeidentificar y describir concreta-
mente el contenido del trabajo, sin abreviaturas. S6lo debenincluirselos
nombres comunes de plantas, insectos, etc., cuando se requiere, dejando
como palabra clave el nombre cientifico de los mismos.
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Autor (es). Primer nombre completo, inicial del 2y apellidos completos.
Después de los nombres se usarén asteriscos para identificar a pie de
pagina el cargo, lainstitucion y direccion postal donde trabajan. Debe
usar el nombre completo de lainstitucion con laabreviaturao siglaentre
paréntesis. Al pie de pagina puede identificarse, si es necesario, la
institucién que financid el trabajo, o s es parte de unatesis de grado.

Resumen. Debe tener un maximo de 250 palabras (150 para las notas),
en un solo parrafo. Especificamente debe exponer cual es el objetivo del
trabajo, como se realizg, los resultados cuantitativos més relevantes,
porgué son relevantes, y la conclusion. Los entes bioldgicosy |os suelos
deben ser identificados por sus nombres cientificos cuando son mencio-
nados por primeravez en el resumeny en € summary y la primera vez
gue aparezcan en €l cuerpo del trabajo, tanto en castellano comoinglés, y
no deben repetirse en el cuerpo del articulo.

Palabras Clave. Son aquellas que permiten identificar el topico que se
discute en €l texto y que faciliten la elaboracion del indice de materias,
tratando de no repetir las que se usen en € titulo. Debeincluir losnombres
cientificos de los entes hiol 6gicos.

Introduccion. Debe estar formadapor unabreve referenciadelosantece-
dentes que mativaron alarealizacion del trabajo; igualmente debeincluir
larevision deliteraturacon lasinvestigaciones mas recientes que aporten
ideas fundamentales para la realizacion del trabajo. También incluira e
objetivo del mismo. Paralas referencias bibliogréficas se usard el sistema
de apellidos del primer autor y el afio de publicacion.

Materiales y Métodos. La presentacion debe ser clara 'y concreta,
siguiendo un ordenamiento | 6gi co de lastécni cas empleadas en lainvesti-
gacion y los materiales utilizados. Los procedimientos analiticos y esta-
disticos usados deben ser descritos claramente o citados como referencias
bibliogréficas.

Resultados y Discusion. Esta seccidn debe satisfacer |os objetivos que

se sefidlaron en laintroduccion, manejando lainformacion cuantitativaa

travésde cuadroso figurasafin detransmitir enformaclarae significado

de los resultados obtenidos. Es necesario €l uso de la estadistica para

verificar lavalidez delosresultados, cuando asi serequiera. Ladiscusion

Ide los datos debera hacerse basada en los soportes disponibles en la
iteratura.

Agradecimiento. Se utilizarén para reconocer a aquellas personas que
han hecho contribuciones sustancialesal trabaj o o han prestado asistencia
técnica. Igualmente para reconocer alas instituciones que han brindado
apoyo financiero alainvestigacion.



Instrucciones alos autores

Cuadros. Cada cuadro se presentard en hoja separada, col ocada a conti-
nuacion del texto donde se haga alusion a €l por primeravez, y seguiran
lapaginacion del texto. El contenido delos cuadros no debe ser duplicado
en las figuras. Los asteristicos se usaran para mostrar el nivel de
significanciaestadisticade 0,05 (*), 0,01 (**) y 0,001 (***); losasteriscos
deben ir acompafiados del nombre delapruebaestadisticarealizada. Para
otras|lamadas deberan utilizarse otros simbolos. El titulo del cuadro debe
ser concreto y expresar el contenido del mismo.

Figuras. Seentiende por figuracualquier ilustracion que seincluyaen el
trabajo (gréficos, dibujos, fotografias, esquemas, mapas). Estas no deben
ser unaduplicacion delainformacion delos cuadros. Lasfiguras pueden
dibujarse a mano alzada con tinta chinaen papel albanene, o elaboradas
con un software y reproducidas en impresora laser. De ser posible, use
figuras de 1/2 pagina (9 x 11 cm). No es deseabl e usar |etras mayUscul as
en el titulo & cual debe colocarse en laparteinferior de lafigura.

En caso de usar fotografias, las leyendas se describiran en hoja aparte,
con €l respectivo nimero de la figura. Se requieren los negativos o
diapositivas, marcadas por detras con lapiz suave, con € nimero de la
figuray € titulo del articulo.

Para las fotografias y otros dibujos digitalizados, los mismos deberan
procesarse en formato TIFF (cmyk). En cuanto a los gréficos (lineas,
barras, tortas...) se recomienda utilizar Harward Graphic o Excel, adjun-
tando lainformacion con la cual se elaboralafigura, de tal manera que
cuando se requiere pueda ser modificada en la oficina de edicion de la
revista. No use innecesariamente graficos tridimensional es.

Debe evitar €l uso del color en los gréficosy demésfiguras, ya que esto
encarece la edicion de larevista. De requerirse €l uso del color en las
fotografias, agrupelasy numérel as secuencialmente.

Bibliografia. Sélo deben ser incluidas publicaciones que estén dispo-
nibles en | as bibliotecas; las comunicaciones personales seran citadas en
el texto a pie de paginaindicando el nombre completoy ladireccion del
autor de la comunicacion, el afio en que se produjo. Las citas biblio-
graficas deben ser ordenadas alfabéticamente siguiendo el siguiente
esquema:

- Articulosderevistas: autor(es), colocar €l apellido del primer autor y
luego lainicial del nombre, paralos otros autores, primero lainicia
del nombrey luego €l apellido (en mayUscula); afio delapublicacion;
titulo del articulo; abreviaturadel nombredelarevista; volumen; pagina
inicia y final del articulo.
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- Librosy folletos: autor(es), afo de la publicacién, titulo, editor o
traductor, nimero delaedicién, lugar delapublicacion (ciudad), casa
editorial, paginaciony serie.

- Articulosen unapublicacion colectiva: autor(es), afio delapublicacion,
titulo del articulo, preposicion latina In subrayada o en negrita, y
seguidade dos puntos (:) y luego lareferencia completadel libro.

— Tesis: autor, afio, titulo, la palabratesis, el grado académico enforma
abreviaday en el mismo idiomaen que estaredactadalatesis, ciudad,
pais, universidad, facultad y nimero de paginas.

Dos 0 més articulos del mismo autor(es) deben ser ordenados cronol 6-
gicamente, en caso de ser del mismo afo debe usarseletras mindsculas a,
b, c, d, etc.

Revisiéon de los Manuscritos. La revista garantiza la confidencialidad
en el proceso de revisiéon de los trabajos por parte de especialistas
reconocidos.

Estilo.

L os entes biol 6gicos deben ser identificados por sus nombres cientificos
completos (binomial) en el titulo (cuando se requiera asi como en €l
resumen, summary y la primera vez que se mencionan en el cuerpo de
trabajo.

Los nombres de productos comerciales deben evitarse, prefiriéndose el
nombre genérico. Cuando ello seaposible utilicel o seguido del simbolo®.

Losnombres delasvariedades, cultivares e hibridos deberan acompafiarse
de virgulillas o comillas simples solo cuando se mencionen por primera
vez en el resumen, en el summary y en el cuerpo del articulo.

L os suel os deben ser identificados taxondmicamente; si e nombre de la
serie no es muy conocido debera sefialarse lafamilia

Los simbolos no tienen plural ni llevan punto (.) despuésdeellos, y sélo
se escriben en mayUscul as aguell os derivados de nombre propios Celsius,
Kelvin, Joule.

Los decimales deben separarse con coma (,) Y ho con punto (.). Las
unidades de mil o millén se indicaran con un espacio en blanco.

Laabreviaturacorrespondiente aAgronomiaTropical esAgronomiaTrop.



Instrucciones alos Autores

L os simbolos a usar son:

Simbolo/abrev,
metro,
kilémetro,
decimetro,
centimetro,
milimetro,
micra
micromilimetro,
nanémetro,
metro cuadrado,
hectérea,

metro cubico,
litro,

gramo,
kilogramo,
tonelada,

mega gramo,
miligramo,
microgramo,
nanogramo,

kilogramo/hectérea,
toneladas/hectérea,

megapascal,
grado Celsius,
grado Joule,
grado Kelvin

centimole por kilogramo,
gramo por kilogramo,
miligramo por kilogramo,
metro sobre el nivel del mar

reemplaza

m,

km (10°m)
dm

cm (102m)
mm (10°m)
m

mm (10°m),
nm (10°m),
m2

ha

m3

Paramasdetalles de estilo y presentacion obsérvese los Ultimos nimeros
delarevista

microm

Angstrom

bar

caloria

meq por 100g
ppm

Larevistaproporcionara gratis alos autores 25 separatas de sustrabgos.

Parareproducir un material o parte de é, debera obtenerse el permiso de

larevista.

Los manuscritos deben ser enviados al Editor de Agronomia Tropical,
INIA, Apdo. 2103, Maracay 2101, estado Aragua, Venezuela, acompa-
flados de una comunicacion en la cua se sefiale el autor a quién debera
dirigirselacorrespondencia, su direccion, teléfonosde oficinay domicilioy
lafirmade cada uno de los autores del trabgo.
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