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La actividad peroxidasa en cana de
azucar (Saccharum spp): evolucién
temporal de la reacciéon y su posible
rol en la resistencia a la roya marron
(Puccinia melanocephala, H&P Sydow)
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RESUMEN

La roya marrén de la cafia de azucar, causada por Puccinia melanocephala, es una enfermedad foliar de
preocupacion en casi todos los paises donde se cultiva la cafia de azucar. Los programas de mejoramiento
del cultivo se encuentran en la busqueda de fuentes de resistencia de la planta al patégeno. Debido a que se
demostrd que las peroxidasas vegetales participan en la defensa contra los fitopatdgenos, el objetivo de este
trabajo fue comparar la actividad peroxidasa basal de dos cultivares con respuestas contrastantes a la roya,
la evolucién de la actividad peroxidasa en el tiempo después de la inoculacion con el patégeno y su posible
relacion con la resistencia o la susceptibilidad de los cultivares de cafia de azucar a la roya. La actividad de
la peroxidasa se midio a 24, 48, 72 y 120 horas después de la inoculacion. Dos cultivares de cafa de azucar
fueron utilizados, R570 (muy resistente) y NA86-2280 (altamente susceptible). La actividad de la peroxidasa
aumenté después de la inoculacion en ambos cultivares pero aumentd, con mayor velocidad, en R570 hasta
alcanzar un maximo a las 48 hs después de la inoculacion. La actividad mas alta se detecté en R570 durante
todo el experimento. Las diferencias en la actividad de la peroxidasa se encontraron entre cultivares y también
entre plantas inoculadas y plantas control. Se postula que tanto la actividad basal de la peroxidasa como su
incremento después de la inoculacion, podrian ser mecanismos complementarios que favorecen la resisten-
cia a la roya en la cafna de azucar.
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ABSTRACT

Sugarcane brown rust, caused by Puccinia melanocephala, is a foliar disease of concern in almost all coun-
tries where sugarcane is grown. The sugarcane breeding programs are in the search for sources of plant
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resistance to this pathogen. Since it has been shown that plant peroxidases are involved in defence against
phytopathogens, the objective of this study was to compare basal peroxidase activity of two cultivars with con-
trasting responses to rust, the time course of the peroxidase activity after inoculation with the pathogen and its
possible relation to resistance or susceptibility of sugarcane cultivars to rust. Peroxidase activity was measu-
red at 24, 48, 72 and 120 hours after inoculation. Two sugarcane cultivars were used, R570 (highly resistant)
and NA86-2280 (highly susceptible). The peroxidase activity increased after inoculation in both cultivars, but
increased more rapidly in R570 reaching a maximum at 48 hours after inoculation. A higher activity was detec-
ted in R570 throughout the experiment. The differences in the peroxidase activity were found between cultivars
and also between inoculated plants and control plants. It is postulated that both basal peroxidase activity and
the rate of growth after inoculation, may be complementary mechanisms that promote resistance to rust in

sugarcane.

Key words: Saccharum sp., Puccinia melanocephala, enzymatic activity.

INTRODUCCION

La roya marrén de la cafia de azucar (antes llamada roya
comun), es causada por el hongo Puccinia melanocephala
H&P Sydow y se trata de una enfermedad foliar de impor-
tancia en la mayor parte de las areas productivas, ya que
produce pequefias manchas amarillentas en ambos lados
de las laminas foliares que, posteriormente, se tornan ama-
rronadas. En las variedades susceptibles, se desarrollan
pustulas esporulentas en el envés de las hojas atacadas
(Asnaghi et al., 2001). Las epidemias de esta enfermedad
causan importantes pérdidas econdémicas en las varieda-
des susceptibles (Rago, 2005). En la Argentina las pérdi-
das causadas por la enfermedad aun no se han evaluado,
aunque se reconoce que son importantes y crecientes, ya
que afectaron a muchas variedades en cultivo, algunas
de las cuales debieron ser discontinuadas del cultivo co-
mercial. En los ultimos afios varios programas de mejora
genética de la cafia de azucar han incorporado entre sus
objetivos la busqueda de la resistencia genética a la roya
marrén (Ramdoyal et al., 2000), ya que se acepta que el
modo mas eficaz de controlar enfermedades es el uso de
cultivares resistentes (Asnaghi et al., 2004).

La mayoria de las variedades cultivadas de cafia de azu-
car son hibridos interespecificos en los que intervienen, por
lo menos, dos especies del género Saccharum: S. offici-
narum L.y S. spontaneum L. La primera, contribuye con
aproximadamente el 80-85% del genoma, mientras que
el resto es aportado principalmente por S. Spontaneum vy,
eventualmente, otras especies (Piperidis y D’Hont, 2001).
A pesar de la conocida complejidad gendmica (poliplodia 'y
aneuploidia) de la cafia de azucar, la resistencia a la roya
marrén parece presentar en algunos casos una relativa-
mente alta heredabilidad. Aunque se ha descripto un gen
mayor de resistencia en el cultivar R570, se considera que
la resistencia presenta una herencia de tipo cuantitativa
con la posible participacién de varios genes de peque-
fo efecto (Daugrois et al., 1996; Ramdoyal et al., 2000;
Asnaghi et al., 2001). Se propusieron diferentes tipos de

escalas de evaluacion de dafios que se basan principal-
mente en la severidad de los sintomas y dafios observados
(Asnaghi et al., 2001; 2004). Se utilizan, cominmente, dos
procedimientos para evaluar la resistencia a roya de los
materiales fitotécnicos: 1) evaluaciones a campo en con-
diciones de alto grado de infeccion natural y 2) pruebas
basadas en la inoculacion artificial con esporas del hongo
en plantas completas o en hojas separadas. La eficiencia
de la seleccién de la resistencia a partir de estos procedi-
mientos depende de la eficacia de los métodos de evalua-
cion utilizados, los que son fuertemente influenciados por
el ambiente, los tiempos transcurridos hasta la aparicion
de los sintomas y la propia subjetividad relacionada con la
aplicacion de escalas visuales (Ramos Leal et al., 1989).
La identificacién de marcadores, tanto bioquimicos como
moleculares, puede resultar de valor en la caracterizacion
de las resistencias y en la identificacion precisa y objetiva
de los genotipos susceptibles en un programa de mejora-
miento genético que facilita la seleccion de los tipos resis-
tentes.

Las peroxidasas vegetales (EC 1.11.1.7), designadas
frecuentemente como peroxidasas clase lll, son enzimas
monomeéricas que, usualmente, se encuentran glicosila-
das (Luhova et al., 2003; Welinder et al., 1992) y son res-
ponsables de dos lineas cataliticas. En su ciclo regulan y
catalizan la reducciéon de peroxido de hidrégeno tomando
electrones de varias moléculas donantes que pueden ser
fenoles, precursores de lignina o metabolitos secundarios.
Se ha descripto un ciclo catalitico independiente que con-
duce a la formacion de varios compuestos radicales (Pas-
sardi et al., 2005). Debido a ambos ciclos cataliticos, las
peroxidasas vegetales (Prxs) pueden generar compuestos
de oxigeno reactivo o R.O.S. (Reactive Oxigen Species)
(Mlickova et al., 2004), polimerizar compuestos de la pa-
red celular y regular los niveles de perdxido de hidrogeno.
Las peroxidasas fueron implicadas también en una amplia
gama de procesos fisiolégicos tales como lignificacion, su-
berizacion, metabolismo de auxinas, ensamblado de pro-
teinas de la pared celular, tolerancia a sales, estrés oxida-
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tivo y defensa contra el ataque de patégenos (Tognolli et
al., 2002). Son un grupo muy estudiado de proteinas rela-
cionadas a la patogénesis o proteinas PR (pathogenesis
related proteins) que se inducen en los tejidos vegetales
después de la infeccién por patégenos (Van Loon et al.,
2006). La actividad de las peroxidasas o su expresion en
plantas superiores puede ser inducida por hongos (Sasaki
etal., 2004, 2007), bacterias (Young et al., 1995; Lavania et
al., 2006) y virus (Lagrimini y Rothstein, 1987; Hiraga et al.,
2000; Diaz-Vivancos et al., 2006). La actividad peroxidasa
puede incrementar en plantas infectadas por patégenos,
y la resistencia a enfermedades y la actividad peroxidasa
frecuentemente se encuentran correlacionadas (Johnson 'y
Cuningham, 1972; Delannoy et al., 2003; Mlickova et al.,
2004; Van Loon et al., 2006).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar y evaluar la
evolucién en el tiempo de la actividad peroxidasa en la cana
de azucar en respuesta a la inoculacion con roya marron en
dos cultivares contrastantes por su resistencia a la enferme-
dad y su posible relacién con la infeccion con roya marrén.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y fiingico

Los cultivares R570 (altamente resistente a roya marrén)
y NA 86-2280 (altamente susceptible) fueron utilizados en
las diferentes etapas de esta investigacion. Las plantas de
ambas variedades fueron criadas durante 45 dias en una
camara de crecimiento (21-24 °C, 80% HR, 12-h alternadas
de luz y oscuridad). Para implementar la fase experimental
se seleccionaron unicamente plantas completamente sanas.

En noviembre de 2006 se recolectaron uredosporas a
partir de hojas jévenes infectadas en condiciones de campo
en la Chacra Experimental Santa Rosa en Salta, Argentina.
A efectos de la inoculacion del material vegetal se preparo
una suspension en agua destilada estéril con una concen-
tracion de 10* ml'uredosporas viables. A la suspension, se
le agregd unas gotas de detergente no-idnico (Tween 20)
para romper la tension superficial y, luego, se la aplico en
la superficie abaxial de las hojas utilizando un pincel. Las
plantas inoculadas con la suspension y las tratadas unica-
mente con agua (utilizadas como control) fueron manteni-
das en un ambiente saturado de humedad y en completa
oscuridad durante 24 h con la finalidad de promover la in-
feccion de los tejidos.

Diseio experimental y andlisis de datos

Se realizaron cuatro experimentos para comparar la
actividad peroxidasa en los materiales experimentales de
las dos variedades utilizadas, a las 24, 48, 72 y 120 ho-
ras después de la inoculacion (d.i.). Los ensayos consis-
tieron de arreglos factoriales con dos factores: “Cultivares”
y “Tratamientos de inoculacién”, utilizandose en todos los
casos cuatro réplicas. Las plantas se distribuyeron en la
camara de cria siguiendo un disefio completamente alea-
torio (DCA). Los datos fueron analizados con el programa

InfoStat Profesional (2007). También se efectud un analisis
factorial conjunto con la finalidad de integrar los resultados
obtenidos en los diferentes ensayos.

Extractos vegetales

Se extrajeron las peroxidasas totales a partir de las lami-
nas foliares. Se pesaron 0.5g de tejido fresco y se lo molié
hasta obtener un polvo fino utilizando nitrégeno liquido. El
polvo fue suspendido en 5 ml de una solucién reguladora
acido citrico 0.1M / fosfato de sodio 0.2 M, pH 5.2. Las
muestras fueron homogeneizadas por 5 min a 65 rpm en
un bafio con hielo. Los extractos se centrifugaron a 12.000
rpm durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante fue filtrado uti-
lizando filtros de jeringa de nitrato de celulosa de 0.45 ym
de tamano de poro y almacenado hasta su evaluacion para
actividad peroxidasa dentro de las siguientes 24 horas.

Medicién de la actividad enzimatica

La actividad peroxidasa fue determinada “in-vitro” me-
diante el test de guayacol con modificaciones (Colowick
and Kaplan, 1957). La reaccion fue iniciada mediante el
agregado de peroxido de hidrogeno y se midié la absorban-
cia a 470 nm debido a la formacion de tetraguayacol (coefi-
ciente de extincion: 26.6 mM-'cm-") durante 10 minutos con
un espectrofotémetro GBC UV-Visible Cintra 101 (figura 1).

Con la finalidad de establecer las mejores condiciones
para la evaluacion de la actividad peroxidasa en cafa de
azucar, se realizaron previamente una serie de ensayos
para investigar los efectos del pH, temperatura, concen-
traciones de sustrato y enzima, y el tiempo de estabilidad
de los extractos. El efecto del pH fue probado a 3.2, 4.2,
5.2,6.2,7.2y 7.6, para lo cual se utilizé acido citrico 0.1M /
fosfato de sodio 0.2M como solucion reguladora. Las tem-
peraturas de prueba utilizadas fueron 0, 40,50, 60 y 70 °C.
Las siguientes concentraciones de guayacol fueron expe-
rimentadas: 5, 10, 40, 80 y 120 mM utilizando una concen-
tracion fija de perdxido de hidrogeno, mientras que las con-
centraciones de peroxido de hidrogeno utilizadas fueron:
0.5,1, 5,10, 15, 20, 25, 30 y 35 mM con una concentracion
fija de guayacol. Para determinar la estabilidad del extracto
enzimatico luego de su extraccion, su actividad fue medida
az2,4,6,8,10y 24 h de la extraccion de los tejidos frescos.

Actividad enzimatica en los ensayos cafia de azucar-
roya marrén

La actividad fue medida en un volumen de reaccién de
2.4 mL conteniendo: 2 mL de solucion reguladora acido
citrico 0.1 M /fosfato sédico 0.2 M pH 5.2, 0.2 mL de ex-
tracto enzimatico diluido, 0.1 mL de guayacol 40 mM. La
evaluacion fue realizada a 50 °C. La reaccién fue iniciada
mediante el agregado de 0.1 mL de peroéxido de hidrogeno
15 mM y la formacion de tetraguayacol fue registrada du-
rante 10 minutos. Una unidad de actividad enzimatica fue
definida como la cantidad de enzima que puede catalizar
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la produccién de 1 pmolde tetraguayacol, por minuto por
gramo de tejido fresco (U/g). Las curvas de progreso de la
reaccion y sus pendientes, que se utilizaron para calcular la
actividad peroxidasa, fueron obtenidas y procesadas con el
programa GraphPad Prism 4.00.

Concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada por el
método Micro Bradford (Krueger, 2002) utilizando suero de
albumina bovina como estandar.

RESULTADOS
Evolucion temporal de la actividad peroxidasa

La figura 1 muestra la evolucién de la actividad peroxi-
dasa medida en diferentes momentos con posterioridad a
la inoculacion. Con la finalidad de eliminar cualquier efecto
de un posible estrés sobre la actividad peroxidasa inducido
por el periodo de oscuridad completa durante las primeras
24 horas posteriores a la inoculacion, los datos crudos co-
rrespondientes a las plantas infectadas fueron corregidos
mediante la substraccién de la actividad peroxidasa prome-
dio de los testigos a las 48, 72 y 120 horas tal como sugiere
Moerschbacher et al. 1988.

En ambos cultivares la actividad peroxidasa se incre-
mento a las 48 h con el tratamiento de inoculacion y alcan-

z0, en el caso de R570, un valor maximo a las 72 h que
decliné posteriormente. En el cultivar susceptible, NA86-
2280, la actividad peroxidasa mostré6 un comportamiento
erratico que tuvo una depresién a las 72 h y alcanz6 su
valor maximo a las 120 h posteriores a la infeccién.

Se encontraron diferencias significativas en la actividad
peroxidasa en ambos cultivares al comparar plantas inocu-
ladas con sus controles sin inocular a las 48, 72 y 120 ho-
ras posteriores a la inoculacion. La mayor diferencia entre
las plantas inoculadas y los controles se manifesté a las 72
horas (diferencia de 1,58 U/g). Los resultados del analisis
ANOVA se presentan en la tabla 1, en sus versiones de
un analisis factorial con tres factores y dos analisis com-
plementarios de comparaciones ortogonales. Las ultimas,
fueron realizadas para establecer diferencias entre cultiva-
res y tratamientos de inoculacion en cada nivel de tiempo
transcurrido posterior a la inoculacion. El analisis conjunto
muestra diferencias significativas para cada uno de los tres
factores principales (entre variedades, tratamientos de ino-
culacién y tiempo transcurrido) en el promedio de los otros
factores evaluados, aunque no pudieron detectarse efec-
tos significativos de las interacciones. Los analisis comple-
mentarios basados en las comparaciones ortogonales, en
cambio, detectaron diferencias significativas entre las va-
riedades a las 72 horas posteriores a la inoculacion y entre
los tratamientos de inoculacion a las 48, 72 y 120 horas
después de la inoculacion.
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Figura 1. Evolucion de la actividad peroxidasa en extractos de hojas de los cultivares R 570 y NA 80-2280 en materiales inoculados y no
inoculados con P. melanocephala. (Datos corregidos por efecto de estrés luminico).
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La tabla 2 muestra las medias y la significacion de sus
diferencias para variedades, tratamientos de inoculacion,
tiempo transcurrido con posterioridad a la inoculacion y las
intersecciones entre los dos primeros y el ultimo. En el pro-
medio la variedad resistente, R570 presenté una mayor ac-
tividad peroxidasa cuando se compara con la susceptible
NA86-2280. Dicha diferencia asciende a 0,74 (U/g).

En cada nivel del tiempo transcurrido posterior a la ino-
culacion, la significacion estadistica de las diferencias so-
lamente pudo confirmarse a las 72 horas, aunque todavia
presenta significado bioldgico a las 24 y 48 horas (1,14;
0,85y 0,79 U/g, respectivamente). La naturaleza y la ex-
tensién de estos ensayos con un limitado nimero de répli-
cas no permitieron la deteccion de significaciones estadis-
ticas en estos casos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La actividad peroxidasa en los cultivares de cafia de azu-
car investigados, incrementa a partir de las 48 h posterio-

C.v. SS dF MS

res a la inoculacién y alcanzé un maximo a las 72 h en el
caso de la variedad resistente R570 y a las 120 h en el
caso de la variedad susceptible NA86-2280. El incremento
de la actividad peroxidasa a las 48 horas después de la
infeccion, puede deberse a la percepcion de la sefal de
infeccion ya que se inicio la respuesta de la planta.

Los resultados sugieren que ademas de la actividad
peroxidasa basal en las variedades, el incremento de su
actividad, después de la inoculaciéon, pueden ser meca-
nismos complementarios importantes que contribuyen a la
determinacion de la resistencia genética a la roya marrén
en la cafia de azucar. Campos et al. (2004), encontraron
que en los electroferogramas de extractos enzimaticos de
plantas de porotos (Phaseolus vulgaris L) inoculadas con
Colletotrichum lindemuthianum Briosi & Cavara, apare-
ce una banda diferente en los cultivares resistentes con
tratamientos de inoculacién cuando se comparan con los
materiales no inoculados, lo que sugiere la induccién de
isoformas de peroxidasas en respuesta a la infeccién. Por
otra parte, todas las plantas inoculadas presentaron activi-
dades incrementadas tanto de peroxidasas como de poli-
fenol oxidasas respecto de los controles, determinandose
mayores actividades enzimaticas en cultivares con mayor
niveles de resistencia a la enfermedad. Ramos Leal et al.
(1982), encontraron diferentes isoenzimas peroxidasas re-

Variedades (V) 6,54 1 6.54* lacionadas con dos lineas isogénicas que diferian en su
‘. o susceptibilidad a la roya de la hoja producida por Puccinia
Inoculacion () 21,97 ! 21.97 recondita Dietel and Holw. La diferencia de la actividad pe-
Horas d.i. (H) 23,12 3 7.71* roxidasa en los materiales resistentes y susceptibles estu-
i vo relacionada por la ocurrencia de diferentes isoenzimas
Int. Vxi 0.02 1 0.02 peroxidasas. Estos resultados muestran una similitud con
Int. VxH 1.51 3 0.51" la circunstancia referida de que el cultivar resistente R570
muestra una respuesta mas temprana a la infecciéon con
Int. IxH 5.62 3 1.90" Puccinia melanocephala en este trabajo.
Int. VxIxH 1.5 3 0.50" Ademas del incremento en la actividad de las peroxi-
Error 31.61 31 0,99 dasas, se demqstré que la ir.1duccfién dg 'Ia expresi’c')n qe
genes de peroxidasa, es decir, la induccion de la sintesis
Variedades d. de 8.06 4 2 01ns
Horas
24 h 2.18 1 2.18m
Horas
48 h 1.85 1 1.85m despuésde 24 h 48 h 72h 120 h Total
72h 3.94 1 3.94* inoculacion
Variedad
120 h 0.09 1 0.09" ariedades
Inoculacion d Na 86-2280 1.252 2.842 2.782 3.152 2.50°
de Horas 21.59 4 6.89 R 570 2.10° 363"  3.92°  3.322  324°
24 h 0.2 1 0.20 Tratamiento de inoculacion
48 h 13.76 1 13.76* Control 1.542 2.532 2.562 2.532 2.202
72 h 7.54 1 7.54* Inoculado 1.812 3.95° 4.14° 3.95° 3.55°
120 h 6.09 1 6.09* Total 1.672 3.23° 3.35° 3.24°

Tabla 1. Actividad peroxidasa en cana de azucar. Analisis triple
factorial de la varianza y comparaciones ortogonales entre varie-
dades y tratamientos de inoculacién en diferentes niveles de tiem-
pos después de la inoculacion.

Tabla 2. Actividad Peroxidasa en cafia de azucar. Medias en uni-
dades de actividad (U/g) y significacién de las diferencias entre va-
riedades y tratamientos de Inoculacién, a las diferentes horas d.i.
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de peroxidasas, tiene impacto en la resistencia a fitopa-
tégenos. Johrde y Scheweizer (2008), encontraron que la
sobre-expresion transitoria de un gen de peroxidasa esti-
mula significativamente la resistencia a la penetracion en
células de cebada (Hordeum vulgare) transformadas con-
tra Blumeria graminisf. sp. Hordei. Esto se ve reflejado por
un indice de susceptibilidad reducido que corresponde a
la tasa relativa de células que contienen haustorios GUS
(gen glucoronidasa), por lo que contribuiria a la resistencia
basal de la cebada a éste fitopatdgeno. Estos resultados
coinciden con lo que ya habia sido mostrado por Fink et al.
(1991), quienes encontraron que la lignificacion extracelu-
lar mediada por peroxidasas y polifenol oxidasas estaria
involucrada en los mecanismos tempranos de resistencia
del “no-hospedante” frente a la roya en avena. Las modifi-
caciones de la pared celular que conducen a un incremento
de la resistencia mecanica, pueden demorar el desarrollo
del hongo y permitio la formacién de mecanismos de de-
fensa por la planta. Puede sugerirse que la reaccion de la
actividad peroxidasa en la variedad resistente R570 tendria
una similitud con los mecanismos de “no-hospedante” in-
formada por estos autores.

Ademas de estos antecedentes, la relacion entre las pe-
roxidasas, los compuestos fendlicos y la “explosidon oxida-
tiva” parece ser de una complejidad aun mayor. Arencibia
et al. (2008, 2010), mostraron que la presencia en el me-
dio del cultivo de fenilpropanoles y perdxido de hidrogeno,
ambos sustratos de las peroxidasas, pueden inducir genes
relacionados con defensas de las plantas y, también, las
vias asociadas a la generacioén de la cascada oxidativa.

Debido a que las diferencias entre las actividades enzi-
maticas detectadas entre los cultivares de cafia de azucar
muestran estabilidad en los diferentes ensayos, puede in-
ferirse la ocurrencia de una diferencia constitutiva (“basal”)
en la actividad de la enzima. Es posible que las diferencias
puedan explicar, al menos en parte, las diferencias en la
resistencia a la roya marrén en estos cultivares. Los niveles
de actividad peroxidasa definidos en los genotipos podrian,
consecuentemente, ser uno de los mecanismos que contri-
buyen a la resistencia a la enfermedad en la cafa de azu-
car. Esto puede ser de importancia a la hora de identificar
tempranamente genotipos resistentes a la roya marrén aun
en ausencia de la enfermedad y sin necesidad de proceder
a inoculacion inducida.

Se propone que ambos mecanismos: la actividad peroxi-
dasa basal determinada en los genotipos y la velocidad
de la respuesta a la infeccion que incrementé la actividad
peroxidasa como respuesta de la planta, son mecanismos
complementarios que contribuyen a la resistencia de la
cana de azucar a la roya marron P. melanocephala.

La evaluacion y medicion de la actividad peroxidasa tam-
bién podria servir al propdsito de identificar determinantes
de resistencias especificas (en el supuesto de la ocurrencia
de razas fisioldgicas de la enfermedad) como asi marcado-
res genéticos y moleculares de resistencia a roya marrén, ya
que para esto es indispensable que la informacion de liga-
miento o asociacion entre el marcador molecular y el carac-

ter fenotipico tenga el maximo grado de confiabilidad. Me-
diante un procedimiento relativamente sencillo se podrian
identificar genotipos resistentes a roya, aun en ausencia del
patégeno (en el caso de la actividad peroxidasa basal), que
al asociarse a marcadores moleculares permitirian que el
procedimiento pueda ser aplicado ventajosamente en pro-
gramas de mejora genética de este cultivo.
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