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RESUMEN

La estevia (Stevia rebaudiana Bert.) es un edulcorante natural con glucésidos de
esteviol (GS) bajos en calorias y propiedades medicinales que conceden grandes
beneficios a la salud. La Universidad de Cdrdoba necesita caracterizar los recursos
fitogenéticos de S. rebaudiana para identificar genotipos divergentes y mejorar la
especie. El estudio se realiz6 en el aflo 2022 en el area experimental de la
Universidad de Cordoba, y para ello se establecié un disefio de bloques completos
al azar (DBCA), con 87 tratamientos y 3 repeticiones, evaluando 25 caracteres
morfoagrondémicos basados en el descriptor de la UPOV. Se utilizé el analisis de
componentes principales para la identificacion de caracteres discriminantes y el
analisis de divergencia genética mediante el método UPGMA basado en la distancia
de Gower. Ademas, se evaluo la eficiencia de intercambio gaseoso mediante un
analizador de gases infrarrojo portatil de flujo abierto. Los resultados demostraron
que los clones exhibieron una amplia gama de variabilidad genética para las
caracteristicas: etapa inicial de floracion y forma de la hoja. El andlisis de
componentes principales explicé el 69,57% de la variacion con ocho componentes
e identificé las variables con més variacion: CP1 con 19,65% en altura de la planta,
CP2 con 12,58% en etapa inicial de floracion, CP3 con 10,58% en tamafio de la flor,
CP4 con 7,04% en tipo de planta, CP5 con 5,71% en presencia de antocianina en
el tallo, CP6 con 4,84% en numero de nodos, CP7 con 4,80% en resistencia ante la
enfermedad tizén del sur y CP8 con 4,37% en incision del margen de la hoja. Los
descriptores cuantitativos, que mas contribuyen a la diversidad genética fueron
capacidad de propagacion vegetativa, numero de nudos y el grosor del tallo, estos
rasgos fueron mas eficientes para explicar la disimilitud entre los genotipos.
Mediante el andlisis de conglomerado, se formaron 4 grupos, de los cuales tuvieron
3,1, 66y 17 genotipo; donde el clon LO52 se identific6 como un genotipo a parte de
las demas, debido a que no presenta pubescencia en la hoja, etapa de floracion
tarde, color de la hoja verde palido y un rasgo favorable de niumero de ramas
primarias. Los genotipos L020 y L102 del primer grupo presentaron caracteristicas
deseables para produccion de biomasa, siendo estos los mas divergentes y con
atributos agrondmicos favorables. Ademas, el clon LO20 posee caracteristicas como
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alta eficiencia en el uso del agua y alta fotosintesis neta, reflejado en una mayor
produccion de area foliar. Los clones del grupo 3 fueron los mas precoces a
floracién, ciclo corto y las tasas mas bajas de rendimiento seco, siendo el clon L082
quien presentd la floracibn mas temprana, lo que convierte a este grupo
agronémicamente no deseable; mientras que el Gltimo grupo posee los genotipos
con el menor grosor del tallo y floraciones intermedias representado por el clon
LO57. Estos resultados permiten seleccionar los clones L020 y L102 para su
evaluacion en las areas productoras de la regién Caribe, a través de Pruebas de
Evaluacion Agrondmica y/o ser usados como parentales para el programa de

mejoramiento geneético.

Palabras claves: Recursos fitogenéticos, descriptores, andlisis multivariado,
afinidad genética
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ABSTRACT

Stevia (Stevia rebaudiana Bert.) is a natural sweetener with low-calorie steviol
glycosides (GS) and medicinal properties that provide great health benefits. The
University of Cordoba needs to characterize the plant genetic resources of S.
rebaudiana to identify divergent genotypes and improve the species. The study was
carried out in the year 2022 in the experimental area of the University of Cérdoba,
and for this purpose a randomized complete block design (DBCA) was established,
with 87 treatments and 3 repetitions, evaluating 25 morphoagronomic characters
based on the descriptor of UPOV. Principal component analysis was used to identify
discriminant characters and analysis of genetic divergence using the UPGMA
method based on Gower's distance. In addition, the gas exchange efficiency was
evaluated using an open-flow portable infrared gas analyzer. The results
demonstrated that the clones exhibited a wide range of genetic variability for the
characteristics: initial flowering stage and leaf shape. Principal component analysis
explained 69.57% of the variation with eight components and identified the variables
with the most variation: CP1 with 19.65% in plant height, CP2 with 12.58% in the
initial flowering stage, CP3 with 10.58% in flower size, CP4 with 7.04% in plant type,
CP5 with 5.71% in the presence of anthocyanin in the stem, CP6 with 4.84% in
number of nodes, CP7 with 4 80% in resistance to the southern blight disease and
CP8 with 4.37% in incision of the leaf margin. The quantitative descriptors that most
contributed to genetic diversity were vegetative propagation capacity, humber of
nodes and stem thickness; these traits were more efficient to explain the dissimilarity
between genotypes. Through the cluster analysis, 4 groups were formed, of which
they had 3, 1, 66 and 17 genotypes; where clone L052 was identified as a genotype
apart from the others, because it does not present pubescence on the leaf, late
flowering stage, pale green leaf color and a favorable trait of number of primary
branches. The L020 and L102 genotypes of the first group presented desirable
characteristics for biomass production, these being the most divergent and with
favorable agronomic attributes. In addition, clone L020 has characteristics such as

high efficiency in water use and high net photosynthesis, reflected in a greater
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production of leaf area. The clones of group 3 were the earliest to flowering, short
cycle and the lowest rates of dry yield, with clone LO82 presenting the earliest
flowering, which makes this group agronomically undesirable; while the last group
has the genotypes with the smallest thickness of the stem and intermediate flowering
represented by clone LO57. These results allow the selection of clones L020 and
L102 for their evaluation in the producing areas of the Caribbean region, through
Agronomic Evaluation Tests and/or to be used as parents for the genetic
iImprovement program.Stevia (Stevia rebaudiana Bert.) is a natural sweetener with
low-calorie steviol glycosides (GS) and medicinal properties that provide great health
benefits. The University of Coérdoba needs to characterize the plant genetic
resources of S. rebaudiana to identify divergent genotypes and improve the species.
The study was carried out in the year 2022 in the experimental area of the University
of Cérdoba, and for this purpose a randomized complete block design (DBCA) was
established, with 87 treatments and 3 repetitions, evaluating 25 morphoagronomic
characters based on the descriptor of UPOV. Principal component analysis was
used to identify discriminant characters and analysis of genetic divergence using the
UPGMA method based on Gower's distance. In addition, the gas exchange
efficiency was evaluated using an open-flow portable infrared gas analyzer. The
results demonstrated that the clones exhibited a wide range of genetic variability for
the characteristics: initial flowering stage and leaf shape. Principal component
analysis explained 69.57% of the variation with eight components and identified the
variables with the most variation: CP1 with 19.65% in plant height, CP2 with 12.58%
in the initial flowering stage, CP3 with 10.58% in flower size, CP4 with 7.04% in plant
type, CP5 with 5.71% in the presence of anthocyanin in the stem, CP6 with 4.84%
in number of nodes, CP7 with 4 80% in resistance to the southern blight disease and
CP8 with 4.37% in incision of the leaf margin. The quantitative descriptors that most
contributed to genetic diversity were vegetative propagation capacity, number of
nodes and stem thickness; these traits were more efficient to explain the dissimilarity
between genotypes. Through the cluster analysis, 4 groups were formed, of which
they had 3, 1, 66 and 17 genotypes; where clone L052 was identified as a genotype

apart from the others, because it does not present pubescence on the leaf, late
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flowering stage, pale green leaf color and a favorable trait of number of primary
branches. The L020 and L102 genotypes of the first group presented desirable
characteristics for biomass production, these being the most divergent and with
favorable agronomic attributes. In addition, clone L0O20 has characteristics such as
high efficiency in water use and high net photosynthesis, reflected in a greater
production of leaf area. The clones of group 3 were the earliest to flowering, short
cycle and the lowest rates of dry yield, with clone LO82 presenting the earliest
flowering, which makes this group agronomically undesirable; while the last group
has the genotypes with the smallest thickness of the stem and intermediate flowering
represented by clone LO57. These results allow the selection of clones L020 and
L102 for their evaluation in the producing areas of the Caribbean region, through
Agronomic Evaluation Tests and/or to be used as parents for the genetic

improvement program.

Keywords: Plant genetic resources, descriptors, multivariate analysis, genetic affinity
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1. INTRODUCCION

Stevia rebaudiana (Bert.), es wuna planta herbacea perteneciente a
la familia Asteraceae, se encuentra en las regiones del noroeste de América del sur
(Samsulrizal et al.,, 2019), siendo Paraguay su centro de origen. La estevia es
considerada de gran valor medicinal y comercial (Sharma et al., 2016) ya que sus
hojas contienen una gran cantidad de glucésidos de esteviol y sus extractos se
utilizan como alternativa frente a otros azucares sintéticos, donde su demanda
mundial es de 450.000 ha y la oferta solo cubre 50.000 (Rodriguez, 2021).

El sabor dulce de la hoja de estevia se le atribuye a la presencia de esteviésido y
rebaudiosido A (Samuel et al., 2018; Martins et al., 2017) que proporcionan un poder
de hasta 300 veces mas potente que la sacarosa (Giri et al., 2014; Kovacevi¢ et al.,
2018).

Los metabolitos secundarios de la estevia tienen diferentes propiedades
terapéuticas: son antihipertensivos, antimicrobianos, anticancerigenos y
hiperglucémicos (Pande et al., 2013; Rojas et al., 2018). Por tanto, los estevidsidos
se consideran saludables y un alimento seguro para los pacientes diabéticos, ya
que reducen el nivel de azucar en la dieta (Anker et al., 2019). Es por eso, que la
estevia es considerada un cultivo importante por sus caracteristicas
socioecondémicas y bondades en la salud que aportan beneficios para la calidad de
vida, lo cual motiva al sector publico y privado a colaborar y participar para fortalecer

la cadena productiva de la agricultura (FAO, 2022).

Esta especie fue introducida a Colombia en los afios 90 desde el sur del continente
y dada su importancia econémica y en la salud, se viene trabajando en el fomento
de la misma sobre una base genética muy estrecha, con los clones Morita 1 y Morita
2, lo cual hace al pais dependiente de tecnologia foranea, con incertidumbre de su
comportamiento bajo condiciones del trépico y es un riesgo para la agricultura, en

razon a la vulnerabilidad de la especie a factores bidticos y abidticos, como
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acontecio en el pasado con la papa en Irlanda con el tizon causada por Phytopthora
infestans (Rojas Estrella, 2021) y la roya del café en Latinoamérica con Hemileia

vastatrix ( Quiroga-Cardona, 2021).

De acuerdo con reportes de  AGRONET (2022), el &rea cultivada en estevia para
el afo 2020 fue de 100 ha, siendo Antioquia y Valle del Cauca, los principales
productores del pais con un area de 75 y 25 has, respectivamente; rendimiento
promedio de 1,78 y 2.5 t ha'* de biomasa seca, registrandose un aumento progresivo
del area cultivada desde el afio 2011 al presente, pero con bajos rendimientos con
relacion a otros paises como Turquia, que posee rendimientos de biomasa fresca y
seca de 26,5y 7,5t ha! (Ucar et al., 2018), lo cual refleja una significativa brecha
tecnologica que se sustenta en lo genético como en el manejo agronémico, dado
que la produccién nacional, depende en un alto porcentaje de la siembra de la
variedad Morita Il proveniente de Japdn, la cual posee floracion temprana y poca

acumulacion y distribucién de biomasa (Ramirez-Jaramillo et al., 2020).

La significativa uniformidad genética y el costo de inversion en un cultivo como
estos, pone en riesgo cualquier inversion agricola dada la base genética estrecha
de dicho genotipo y la alta dependencia del pais por esta variedad, que es
vulnerable tanto a los efectos del cambio climatico como la competencia con cultivos
tradicionales como la cafia de azlcar que posee una fortaleza desde hace muchos
afios y amerita ser mucho mas competitivo (Jarma et al., 2005; Jarma Orozco et al.,
2011).

El programa de mejoramiento genético de estevia de la Universidad de Cérdoba
posee una riqueza genética con riesgos de perderse, lo cual puede conducir a
erosion genética, dado que la forma de conservacion es a través de la reproduccién
asexual, ello implica, aumento de costos por la cantidad de mano de obra y logistica
para poder hacerlo. Por tal razon, es de vital importancia la caracterizacion y
evaluacion de aquellos genotipos que presenten caracteristicas agronomicas y

fisiologicas deseables para el programa de fitomejoramiento, como lo han hecho
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otros paises en sus estudios sobre variabilidad genética reportados por Guerrero et
al (2015); Francisco et al. (2018); Othman et al. (2018).

Los factores ambientales como radiacion solar, precipitacion, intensidad de la
precipitacion y temperatura pueden afectar las expresiones fisioldgicas y fenotipica
de las plantas, ya que inciden en los procesos de fotosintesis, transpiracion,
alargamiento celular, crecimiento, desarrollo y competencia entre clones (Orozco et
al., 2022). Sin embargo, la uniformidad genética de la variedad Morita representa
una amenaza de erosidén genética por su limitada capacidad para responder a los
cambios en el clima, las poblaciones de patdégenos y las practicas agricolas con el

fin de desarrollar clones con perspectivas para su siembra en nuestro medio.

Existe una problematica a gran escala por la falta de material de siembra de calidad,
ya que las plantas cultivadas a partir de semilla sexual varian en su crecimiento,
calidad y cantidad de glucésidos de diterpeno y proporcion deseable de
rebaudidsido-A y estevidsidos (Benitez, 2020), debido a la segregacion presentando
fenotipos heterogéneos. De igual manera, la autofecundacion genera una baja tasa
de germinacién y alta tasa de semillas infértiles (Arpita et al., 2011), por los efectos

de la endogamia.

La Corporaciéon Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Agrosavia) ha realizado
estudios en distintos lugares de Colombia, registrando hasta cinco cosechas al afio,
obteniendo para el primer afio de produccién, entre 6 a 7 toneladas de hoja seca
por hectarea (Trujillo-Motta, 2010). Es por eso, que el estudio de los recursos
fitogenéticos en Stevia rebaudiana, es una alternativa viable y econémica como
ambiental que favorece al pais, puesto que impulsara la economia y generacion de
empleo, ya que el Caribe colombiano presenta diferentes zonas agroecoldgicas,
que pueden proporcionar el desarrollo y adaptabilidad de esta especie (Jarma-
Orozco et al., 2020), siendo una favorable opcidén para la produccion agricola a
escala nacional e internacional beneficiando al sector agroindustrial y a la poblacion

rural de los pequefios productores, dado que genera 40 jornales en la etapa de
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vivero y en el manejo del cultivo de siembra a cosecha 57 jornales por ha (Azul,
2017).

La caracterizacidon de los recursos fitogenéticos nos permite conocer la variabilidad
genética presente, siendo una herramienta disponible que puede contribuir a la
sustentabilidad de los sistemas agricolas. De este modo, los clones segregantes de
la Universidad de Cérdoba, pueden ser aprovechados y a través de la seleccion
clonal, seleccionar aquellos que poseen combinaciones de genes superiores,
relacionados con mayor produccién de biomasa fresca/seca y tolerancia a factores

biéticos como Sclerotium sp y Septoria sp y abidticos (Velazquez, 2021).

Considerando lo antes anotado surge la siguiente pregunta problema ¢Cuéles
clones con caracteristicas agronémicas pueden ser aprovechados para un avance
generacional y/o ser utilizados para crear cultivares para las condiciones tropicales?
Por tanto, se pretende caracterizar morfoagrondmica vy fisiolégicamente los clones
de estevia para beneficio del programa de mejoramiento genético de esta especie
en la Universidad de Coérdoba y de esta manera: 1) Caracterizar
morfoagrondmicamente los clones de estevia 2) Realizar el agrupamiento genético
de los clones evaluados 3) Determinar la eficiencia del intercambio gaseoso de

cinco genotipos de estevia con base en su precocidad.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 GENERALIDADES DE LA ESPECIE

Stevia rebaudiana Bertoni, conocida como hierba dulce o Kaa-He-é (Howlader et
al., 2016), es una planta nativa de la region del noroeste de Paraguay. En sus hojas
acumula més del 25% al 30% de glucésidos de esteviol (Hajihashemi et al., 2018).
Entre los diferentes glucdsidos producidos en las hojas de estevia, los esteviosidos
son los mas abundantes, seguidos del rebaudiésido A. Estos glucosidos son los
mas importantes y tienen la capacidad de convertirse en un sustituto mas saludable
de los azucares de mesa por lo que tienen cero calorias y un perfil de sabor
deseable (Samsulrizal et al., 2019).

La estevia se ha cultivado en China, Japdn, Estados Unidos, Canada, Paraguay,
Brasil, Argentina, Colombia, donde ha tenido un aumento en la demanda en los
altimos afios por ser una alternativa atractiva al azucar en la industria alimentaria y
en el sector de la salud (Jarma et al., 2012; Sic Zlabur et al., 2013; Ahmad et al.,
2020). Cerca de 230/260 especies se agrupan dentro del género Stevia, de las
cuales solo producen, glucosidos de esteviol: S. phlebophylla y S. rebaudiana (Ali
et al., 2010).

Los factores abioticos influyen en la productividad, el crecimiento y el desarrollo de
las plantas; en cuanto a S. rebaudiana es considerada una planta de noche larga,
favoreciendo la floracion y acortando el crecimiento (Rivera-Avilez et al., 2021),en
donde las condiciones fisicas y quimicas variaran considerablemente, afectando
sus caracteres cuantitativos como el tamafio en las hojas, el nUmero de ramas, la
altura de la planta, etc por ser caracteristicas influenciadas por el ambiente
(Hernandez-Fernandez et al., 2021), lo cual puede ocasionar un crecimiento
heterogéneo, situacion que hace impredecible el rendimiento y reduccion de la
produccion de biomasa de la estevia.
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2.2 GLUCOSIDOS DE ESTEVIOL

Es un compuesto natural, de sabor dulce y sin calorias, que puede utilizarse como
sustituto del azticar y como alternativa a los edulcorantes artificiales (Anton et al.,
2010). Dentro de los principales compuestos de glucésidos de esteviol que existen,
se destacan, rebaudiésido A, rebaudiosido C y rebaudiosidos dulcosidos, y en
pequefias cantidades, rebaudiosidos D (<0,4%) junto con rebaudiésidos C (1%-2%),
dulcésidos A (0,4 % -0,7%) esteviosidos rubusosidos, rebaudiésidos B, E y F
(< 0,4% cada uno) (Figura 1). Los glucésidos de esteviol contienen una molécula de
carbohidrato (azucar) unida a un componente que no es azlcar (aglicona) y se
pueden convertir mediante escision hidrolitica en un componente de azucar y otro
gue no es azucar (aglicona). Los glucésidos dulces de estevia contienen glucésidos
(glucosa), pentosides (pentosa), fructésidos (fructosa) (Bernal et al.,, 2011;
Chaturvedula y Prakash, 2011).

Structure name R1 R2
Steviol H H
Steviolmonoside H B-Glc
Steviol-19-O-monoglucoside B-Glc H
Steviolbioside H B-Gle-B-Glc
B-Glc
Steviol-1,3-bioside H B-élc
Rubusoside B-Glc B-Glc
R Stevioside B-Glc B-Glc-B-Glc
ol Rebaudioside B H e
, "00- ebaudioside i
HC  COO-RI B-Gle-p-Gle
R ide A Gl s
ebaudioside B-Glc B-Glc-B-Gle
Rebaudioside D Gle-B-Gl [
ebaudioside B-Glc-B-Gle B-Glc-B-Gle
e B-Glc B-Glc
Rebaudioside M B-Glc-B-Glc B-Glc-B-Glc

(Chaturvedula y Prakash, 2011).

Figura 1. Estructura genérica de glucosidos de esteviol, presentes en las hojas de
Stevia rebaudiana.
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2.3 ESTEVIOSIDO

Los estevidsidos se encuentran mas frecuente en las hojas, siendo el tejido principal
para la sintesis y acumulacion primaria de glucésidos de esteviol (Karimi et al.,
2014). Bioguimicamente hablando es un glucosido formado por tres moléculas de
glucosa unidas a una aglicona (Figura 2) y es responsable de las propiedades
edulcorantes junto con rebaudiésido A. Fue clasificado como edulcorante no
nitrogenado por componerse sélo de moléculas de carbono, hidrogeno y oxigeno
(Jarma-Orozco, 2008; Lemus-Mondaca et al., 2012). Quimicamente es un
compuesto levogiro, no fermentable y soluble en agua, alcohol etilico y metilico. Su
poder edulcorante en estado puro y cristalino puede llegar a ser hasta 300 veces
mayor que la sacarosa en una solucién al 0,4% (Geuns et al., 2007; Lemus et al.,
2012). Las moléculas de esteviosido son muy estables en soluciones acuosas
dentro de un margen amplio de pH (1-10) y en temperaturas de hasta 198°C
(Marcinek y Krejpcio, 2015).

2.4 REBAUDIOSIDO A

Es un glucésido de esteviol derivado de Stevia rebaudiana Bertoni, el rebaudiosido
A tiene en su estructura quimica una unidad mas de glucosa (Figura 2) y posee una
potencia edulcorante mas elevada que estevidsidos, llegando a ser entre 250 y 450
veces superior a la sacarosa (Geuns, 2003). Se encuentra en las hojas de la planta
en concentraciones que oscilan entre un 2-4%. Tiene una elevada estabilidad
comparado con los otros glucésidos y no tiene sabor amargo a diferencia del
esteviésido (Marcinek y Krejpcio, 2015). Ademas, se han identificado mas de 30
tipos de SG en las hojas de estevia, incluidos el esteviolbiésido (SB), Reb B, C, D,
E, Fy M, y el dulcésido A (Dul A), se han detectado en niveles bajos (Ceunen y
Geuns, 2013; Samuel et al., 2018).
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Figura 2. Estructura de los principales glucésidos de esteviol.
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2.5 RENDIMIENTO DE LA ESTEVIA

La produccion de biomasa de hojas de estevia es un factor clave de variabilidad del
rendimiento, puede variar segun las condiciones ambientales, como el clima, el
sistema de cultivo, los afios de produccion, la diversidad genética y la interaccion
con factores ambientales. Los factores ambientales que pueden desempefiar un
papel fundamental en el rendimiento de la estevia, se asocian a la respuesta a la
disponibilidad de agua y a los nutrientes ( Angelini et al., 2018 ; Barbet-Massin et
al., 2015 ; Pordel et al., 2015).

2.6 CARACTERIZACION MORFOAGRONOMICA

La caracterizacion de los recursos fitogenéticos es la determinacidén de un grupo de
caracteristicas mediante el uso de descriptores morfolégicos definidos que permiten
diferenciar las accesiones, siendo el objetivo principal medir la variabilidad genética.
Algunos caracteres pueden ser altamente heredables, facilmente observables y
expresables en la misma forma en cualquier ambiente. Por tanto, la caracterizacion
es el primer paso en el mejoramiento de los cultivos y programas de conservacion
(Hernandez, 2013); donde se involucra el registro de variables de naturaleza
cuantitativa y cualitativa (Correa et al., 2019).

En la caracterizacion de una especie se estima la variabilidad existente en el
genoma de la poblacién de individuos que la conforman. Asi, el genoma de las
plantas contiene toda la informacién codificada en forma de genes que se necesitan
para establecer su identidad morfoldgica, para desarrollar los procesos y funciones
vitales para su supervivencia (Franco e Hidalgo, 2003).

Estudios realizados por Othman et al. (2018), reportaron la existencia de variabilidad
genética en Stevia rebaudiana Bertoni y fue detectada a través de la caracterizacion
morfoldgica, bioquimica y molecular. Los analisis revelaron una alta variabilidad con
el contenido de esteviosidos entre el 4,54% y el 20, 36%. De los marcadores ISSR,
el 78% fueron polimorfico, siendo un indicador prometedor del desarrollo de nuevas

variedades de estevia.

Francisco et al. (2018), caracterizaron siete accesiones de estevia en Brasil

mediante caracteres morfologicos y fisiologicos, donde las accesiones de estevia
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mostraron caracteristicas de interés por el mejoramiento de cultivos tanto para

produccion de biomasa como de glucésidos de esteviol (SGs).

Anami et al. (2010), realizaron una caracterizacion y divergencia genética de clones
de Stevia rebaudiana basados en caracteristicas agronémicos y morfolégicas. Se
observd una amplia variabilidad genética, donde se correlacionaron positiva y
significativamente entre produccién de materia fresca y nUmero de ramas por planta,
con el método UPGMA, utilizando la distancia generalizada de Mahalanobis como
medida de disimilitud genética reportaron una divergencia genética del (79%) en

relacion rebaudidsido A / estevidsidos.

Pico-Gonzélez et al. (2020), en Colombia realizaron la caracterizacion
morfoagrondémicas de 25 clones de estevia, en el cual contemplaron caracteristicas
agronomicas de habito de crecimiento erecto, rendimiento de follaje y numero de
dias a floracion para la seleccion de clones que son de interés para adelantar

programas de mejoramiento genético en la especie.

Rivera-Avilez et al. (2021), evaluaron la interaccion de la interrupcion nocturna en el
intercambio de gases, el retraso de la floracion y la sintesis de glucésidos de
esteviol, demostrando que la luz suplementaria retrasa significativamente la
floracibn y aumenta en una proporcion similar los niveles de esteviésidos y
rebaudiosido-A, por lo que NI (interrupcién de noche) aumento la fotosintesis neta

(9% al 20 %) mientras que se retrasa de 4 a 10 dias de la floracion.

2.7 DESCRIPTORES

Los descriptores son las caracteristicas mediante las cuales se puede dar a conocer
el germoplasma y determinar su utilidad potencial. Deben ser especificos para cada
especie, diferenciar los genotipos y expresar el atributo de manera precisa y
uniforme. Por tanto, se usan descriptores especificos de acuerdo al tipo de cultivo
0 especie (Biodiversity International, 2023).

Un descriptor es una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir,
registrar o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento

de una accesion. Segun Querol (1992), los descriptores indican en forma préactica y
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facil a cada accesion. Los més utilizados en las plantas son: de pasaporte, de
manejo, del sitio y del medio ambiente, de caracterizacion y de evaluacion. Los
descriptores de caracterizacion permiten la discriminacion facil entre fenotipos.
Generalmente son caracteres altamente heredables que pueden ser facilmente
detectados a simple vista y se expresan igualmente en todos los ambientes (Franco
e Hidalgo, 2003).

2.8 VARIABILIDAD GENETICA

Es el componente basico de la biodiversidad y se define como las variaciones
heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una poblacion
y entre las poblaciones dentro de una especie. En la caracterizacion de una especie
se estima la variabilidad existente en el genoma de la poblacién de individuos que
la conforma (Pifiero et al., 2008). Para estudiar la variacion genética existente entre
individuos, se emplean diferentes tipos de marcadores: morfolégicos, bioquimicos y

moleculares.

Los marcadores morfologicos, se han venido utilizando para estudiar la diversidad
genética, identificar plantas cultivadas y conservar los recursos genéticos. Por tanto,
es el primer paso en el mejoramiento de los cultivos y programas de conservacion.
Asimismo, establecen las bases para identificar y diferenciar variedades, pero
presentan las siguientes limitantes: su obtencion es tardada, son métodos
complejos, limitados, subjetivos, involucran estados de desarrollo especificos del

cultivo (Yasmin et al., 2006).

Los marcadores bioquimicos, se basan en la separacion de enzimas con la misma
funcion y que se diferencian en tamafo, carga o conformacion. El extracto proteico
se obtiene mediante trituracién del tejido elegido, y se lleva a cabo la separacién de
las isoenzimas mediante un campo eléctrico que produce un desplazamiento de las
proteinas en funcién de su carga y tamafio. Como soporte donde se produce dicha
separacion se pueden utilizar geles de poliacrilamida o de almidon, siendo estos

altimos los mas utilizados. Para visualizaciéon de las enzimas se aprovecha su
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actividad catalitica, provocando una reaccion en la que intervienen el sustrato
especifico y un producto coloreado o fluorescente. Se trata de una técnica muy
popular por su sencillez, bajo coste, rapidez y la gran cantidad de informacién que
puede aportar. Presenta la limitacion de unos bajos niveles de polimorfismo, lo que
la limita para algunos usos de analisis de parentesco e identificacion de material
(Jiménez y Collada, 2000).

Los marcadores moleculares, se conocen como el método de caracterizacion rapida
de la diversidad genética y poblacional. El estudio de la diversidad y variabilidad
genética se ha estimado a través de marcadores RAPD e ISSR / microsatélites
(SSR) ( Sharma et al., 2016).

El andlisis de microsatélites es una de las herramientas moleculares mas usadas
en la actualidad por sus diversas aplicaciones y cualidades, debido a que son
marcadores genéticos altamente variables (Ramesh et al., 2020). Estas variaciones
estan dadas por la longitud del fragmento entre individuos que dan lugar a diferentes
alelos, exhibiendo una amplia variacion alélica que los vuelve altamente
polimorficos. Otras caracteristicas que los hacen altamente informativos y practicos
son: herencia mendeliana simple, codominancia, seleccién neutra, tasa de mutacion
alta, los cuales son amplificables por PCR, faciles de medir, analizar, y pueden ser
altamente reproducibles y confiables (Aguirre et al., 2017).

2.9 ANALISIS DE CLUSTER (AC)

El analisis cluster, conocido como analisis de conglomerados, es una técnica
estadistica multivariante que busca agrupar elementos (o variables) tratando de
lograr la maxima homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre los
grupos (Liny Chen, 2006). Los grupos se forman de tal manera que cada objeto es
parecido a los que hay dentro del cluster con respecto a algun criterio de seleccién

predeterminado (Hair et al., 2004; Rao y Srinivas, 2006
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Los conglomerados se agrupan en dos categorias:

Algoritmos de particion: Método que se caracteriza por dividir el grupo de
accesiones en un numero preseleccionado de conglomerados que no tienen una

estructura jerarquica.

Algoritmos jerarquicos: Método que entrega una jerarquia de divisiones del

conjunto de elementos en conglomerados.

Un meétodo jerarquico aglomerativo parte con una situaciobn en que cada
observacion forma un conglomerado y en sucesivos pasos se van uniendo, hasta

que finalmente todas las situaciones estan en un unico conglomerado.

Un método jerarquico disociativo sigue el sentido inverso, parte de un gran
conglomerado y en pasos sucesivos se va dividiendo hasta que cada observacion
queda en un conglomerado distinto (L6pez Razo, 2016).

Dentro de los métodos jerarquicos aglomerativos se tienen: (i) método de
encadenamiento simple, (ii) métodos de encadenamiento completo, (iii) método de
encadenamiento medio, (iv) método de Ward, y (v) método del centroide (Hair et al.,
2004). Estos procedimientos difieren en la forma como se calcula la distancia entre
los conglomerados, entre los que se encuentran Manhattan, coeficiente de
correlacién de Pearson, Chevichev y Cosine (Carrasco Oberto, 2020).

El cluster por medio de técnicas no jerarquicas no requiere de procesos de
construccion de arboles; en su lugar, asignan los objetos a cllsteres una vez que el

namero de grupos a formar esté especificado.

Método de Ward. Este procedimiento tiende a combinar los conglomerados con un
namero reducido de observaciones y a formar grupos con aproximadamente el

mismo numero de grupos (Rao y Srinivas, 2006).

Encadenamiento medio entre grupos. Mide la proximidad entre dos grupos
calculando la media de las distancias entre objetos de ambos grupos o las medias

de las similitudes entre objetos de ambos grupos. Algunos autores, como Hair et al.
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(2004), afrman que el método esta sesgado a formar conglomerados con

aproximadamente la misma varianza.

Método del centroide. En este método la distancia entre los grupos se define como
la distancia entre sus centroides. El centroide de cada grupo o cluster es a su vez
el promedio de las posiciones de todos los puntos dentro del cluster. En este
método, cada vez que se agrupa a los individuos se calcula nuevamente el
centroide; asi el centroide cambia a medida que se fusionan los grupos (Hair et al.,
2004).

El analisis de patrones, que es el uso combinado del analisis de cllster y técnicas
de ordenamiento, brinda una poderosa herramienta para examinar grandes
conjuntos de datos. Variables continuas y categodricas son evaluadas en cada
accesion o cultivares de los bancos de germoplasmas, dificultando la elaboracién
de escalas numéricas que integren variables continuas, nominales u ordinales.
Entre las alternativas metodoldgicas para abordar este problema, esta la
combinacion de técnicas que permiten el andlisis de variables mixtas (Molina et al.,
2019). Es por lo que, el método de aglomeracidén adecuado se define principalmente

por el objetivo de la caracterizacion (Nufiez-Colin y Escobedo-Lopez, 2014).

2.10 ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FLORACION

La transicion a la floracion es el proceso por el cual las plantas pasan del estado
vegetativo al reproductivo. El desarrollo floral, es de suma importancia agronémica
para la formacién de las semillas, el crecimiento de los frutos y la productividad de
los cultivos, ya que afecta directamente su éxito reproductivo y tiene repercusiones

en la productividad de las plantas de interés agronémico ( Infantes, 2020).

Para que la reproduccién sea exitosa, las plantas tienen que florecer cuando han
llegado a un estado de desarrollo maduro. Esto se alcanza tanto por la regulaciéon
genética mediada principalmente por los microARNs miR156 y miR172, como por
el estado fisiolégico de la planta dado por las hormonas, y la sefializacién por

azucares como la trehalosa-6-fosfato (Wahl et al., 2013; Conti, 2017).
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En los dltimos afios se ha venido estudiando la fenologia de las angiospermas como
mecanismo de optimizacion de rasgos agrondmicos en 6rganos de interés agricola:
semilla, frutos u hojas, dado la estrecha relacion de la domesticacion de cultivos con
la fase vegetativa o reproductiva, asi como la adaptabilidad regional, el rendimiento
y calidad de los cultivos ( Lin et al., 2020). Por tanto, el estudio de los parametros
fotoperiodicos de la etapa de floracion es cruciales para seleccionar las condiciones
ambientales adecuadas donde una especie o genotipo pueda establecerse y crecer
con éxito y también para desarrollar modelos predictivos de crecimiento y

rendimiento de cultivos (Moraes et al., 2019).

En la induccién floral, se da una integracion combinada de estimulos exdgenos y
enddgenos: cambios fotoperiddicos /reloj circadiano , vernalizacién, accion de
giberelinas , metabolismo autbnomo y de edad (Figura 3), que conducen a la
transicion de la fase vegetativa a la reproductiva ( Baurle y Dean, 2006 ). Durante
los cambios fotoperiédicos, los fotorreceptores FITOCROMOS (PHY A y B),
CRIPTOCROMOS (CRY1 y 2) y FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1
(FKF1) junto con genes relacionados con el ritmo circadiano PSEUDO-
REPRESSOR REGULATOR (PRR), CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl),
CYCLING DOF FACTOR (CDF) y CONSTITUTIVE PHOTOMORFOGENIC 1
(COP1) regulan la expresiéon del gen CONSTANS (Figura 3).

Las fitohormonas, principalmente los acidos giberélicos (GAs) actian como
moléculas de sefalizacion floral endégenas al modular la actividad de las proteinas
DELLA (regulador transcripcional que contiene dominio GRAS) (Davis, 2009;

Hernandez-garcia et al., 2019).

Todas estas vias de sefializacion se integran para activar el gen integrador floral
FLOWERING LOCUS T (FT) en los tejidos de las hojas ( Davis, 2009 ), esta
molécula de sefalizacion de larga distancia viaja para disparar el meristema apical y
activar otros integradores florales (SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANSL1 (SOC1) and LEAFY (LFY). De modo que, la regulacion positiva de
los genes de identidad de meristemos florales aguas abajo APETALA 1
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(AP1), COLIFLOR (CAL),AGAMOUS (AG), FRUITFUL (FUL) y SEPALLATA (SEP)
indican su competencia para la transicion del meristemo apical del brote (SAM) al

meristemo floral (FM).

Por tanto, FLOWERING LOCUS T (FT), tiene una fuerte actividad de induccion
floral, por lo que promueve la transicion al desarrollo reproductivo, es decir esta
regulacion de la expresion de genes aguas abajo que comienzan la
floracion/sefializacion floral ( Spitz y Furlong, 2012 ). Al ser una parte esencial del
modelo ABCE de desarrollo floral, se informa que las cajas MADS (tipo MIKC) son
los factores de transcripcion (TF) mas importantes relacionados con la floracion en

las plantas superiores (Kumar et al., 2016).

Sin embargo, la induccion de la floracion en plantas superiores esta determinada
tanto por factores genéticos como por factores ambientales externos, producto de
la expresion secuencial de genes de floracion tanto en el tiempo como en el espacio
(Vafo, 2021). Es por eso, que el estudio de las diferentes vias de regulacion de la

floracién es fundamental para conocer la reproduccién y viabilidad de los cultivos.

Photoperiodic/circadian rhythm pathway Vernalization pathway Gibberellins pathway
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(Singh et al., 2020)

Figura 3. Componentes de las vias de induccion floral en Stevia rebaudiana
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

La investigacion se realiz6 en Monteria, en los lotes experimentales de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba en el semestre | del afio 2022,
localizada en las coordenadas geograficas 8°47“37”1 latitud N 75° 51°51”4 longitud
W a 14 m. s.n.m con precipitacion anual promedio de 1.346,1 mm, humedad relativa
del 84%, temperatura promedio anual de 27.4°C, brillo solar anual de 2.108,2 horas
y zona de vida denominada bosque seco tropical (bs-T), segun la clasificacion de
Holdrige (Palencia et al., 2006; Schludecker, 2022).

3.2. VARIABLES E INDICADORES

3.2.1 Variables independientes.

Se evaluaron 86 clones experimentales de Stevia rebaudiana Bertoni, obtenidos por
seleccion clonal y que forman parte de la coleccion de estevia de la Universidad de
Cérdoba, y la variedad comercial Morita Il, los cuales se relacionan en la tabla 1.

Los clones se originaron a partir de semillas de origen sexual, resultante de
cruzamientos controlados entre plantas de la variedad comercial Morita Il originando
un total de 115 plantas genéticamente variables por provenir de padres
heterocigotos y asi conformar una poblaciébn heterogénea heterocigota, de los
cuales fueron seleccionados 86 genotipos.

Tabla 1. Nombre y origen de los clones segregantes de Stevia rebaudiana para
caracterizacion morfoagronémica.

N° CLON ORIGEN Nombre

L003 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO05 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO06 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO08 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L009 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO10 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
Lo11 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
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Lo12
L013
L014
Lo15
L016
L017
Lo18
L019
L020
L021
L022
L023
L024
L025
L026
L027
L028
L029
L030
L031
L032
L034
L035
L036
L037
L038
L039
L040
Lo41
L044
L045
L046
Lo47
L048
L049
LO51
L052
LO54
L055
LO56
LO57
L059
LO60
LO61
L062
L063
L064

Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba
Colombia — Universidad de Cérdoba

Colombia — Universidad de Cérdoba
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Experimental
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Experimental
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Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
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Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
Experimental
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L067 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental

L068 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L069 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO70 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LOo71 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO72 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L073 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO74 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO75 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO76 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
Lo77 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO78 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
LO79 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L081 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L083 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L085 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L086 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L087 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L088 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L089 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L092 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L094 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L096 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L097 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L098 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L100 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L102 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L113 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
L114 Colombia — Universidad de Cérdoba Experimental
MORITA Il Paraguay Comercial

3.2.2 Variables dependientes.

Las variables de respuesta del estudio se evaluaron teniendo en cuenta el descriptor
propuesto por la UPOV (2022), y comprenden variables cualitativas categorizadas

y cuantitativas, que en su conjunto suman 25 variables y se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2. Variables evaluadas para

caracterizacion de 87 clones de Stevia

rebaudiana de acuerdo con Unidn Internacional para la Proteccion de las
Obtenciones Vegetales (UPOV).
N° Variable Definicion Método item Grado Nota
Cualitativa
Grado de propagacion de | Observacion | 1
las ramas, forma de las Il 2 Densidad de
1+ Tipo de planta ramas primarias y tallo en la ] 3 plantacion:
etapa inicial de floracion en v 4 1 planta / 0.06
el primer afio después de la \% 5 m2
siembra. VI 6
Presencia de antocianinas | Observacion Ausente 1
Presencia de en el tallo principal, en la Presente 9
2%* antocianinas en | etapa vegetativa y en la
el tallo etapa reproductiva
Cantidad de pubescencia | Observacién Nulo 1
3** Cantidad de en el tallo principal, en la Pocos 3
pubescencia en | etapa vegetativa Medio 5
el tallo Muchos 7
4* Forma de la Forma de la lamina de la Eliptica 1
hoja hoja mas grande del tallo | Observacion Roémbica 3
principal, en la etapa Obovada 1
vegetativa tardia Aovada 3
Lanceolada 5
7
9
Muy 1
Grosor de la Grosor de la lamina de la | Observacién delgado
5* hoja hoja méas grande en el tallo Delgado 3
principal, en la etapa Medio 5
vegetativa tardia Grueso 7
Muy grueso 9
Color de la hoja | Color en el lado adaxial de | Observacion Verde 3
6* la hoja, en la etapa palido
vegetativa y reproductiva. Verde 5
Verde 7
0SCcuro
Incisién del Profundidad de serraturaen | Observacion Toda 1
7** margen de la la hoja mas grande del tallo Superficial 3
hoja principal, en la etapa Media 5
vegetativa tardia Profunda 7
Muy 9
profunda
Cantidad de | Cantidad de pubescencia | Observaciéon Nula 1
8** pubescencia en | en la lamina de la hoja mas Pequeia 3
la hoja grande en el tallo principal, Media 5
en la etapa vegetativa Abundante 7
Tamafio de la Tamafio de la corola, en la | Observacion Pequefia 3
o* flor etapa de plena floracion. Media 5
Grande 7
Observacion Blanco 3
10** Color de la flor Color del centro de la Rojizo claro 5
corola, en la etapa de plena Pdrpura 7
floracion. Pdrpura 9
rojizo
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11* | Vigor de | Grado de crecimiento y | Observacion Bajo 3 Investigacion
crecimiento desarrollo. Medio 5 al mes y medio
Alto 7 después de la
puesta en el
campo
12* Etapa inicial de | Fecha inicial de floracién en | Observacién Muy 1
floracién en | ciernes a. Fecha temprana
ciernes Temprana 3
Intermedia 5
Tarde 7
Muy tarde 9
13* Etapa de | Fecha de floracién inicial Observacion Muy 1
floracién inicial a. Fecha temprana
Temprana 3
Intermedia 5
Tarde 7
Muy tarde 9
14* Habito de | Crecimiento y desarrollo de | Observacién Pobre 3
ramificacion las ramas Medio 5
Bueno 7
15* Habito de | Grado de inclinacion de las | Observacion Erecto 1
crecimiento ramas con el tallo principal Semierecto 3
Postrado 5
16* Periodo de | Dias para la etapa inicial de | Observacién Corto 3
crecimiento floracion después de la | a. Dia Medio 5
puesta en el campo Largo 7
17** | Resistencia a la | Nivel de resistencia | Observacion Débiles 3 Escriba la
enfermedad del | evaluado por el grado de Medio 5 fecha
tizon del sur infeccién con Sclerotium Fuerte 7
rolfsii SAAC, en la etapa de
manifestacion aparente de
la enfermedad
18** | Enfermedad de | Nivel de resistencia | Observacion Débiles 3 Escriba la
la mancha foliar | evaluado por el grado de Medio 5 fecha
infeccién Septoria steviae, Fuerte 7
en la etapa de
manifestacion aparente de
la enfermedad.
Variable Definicion Método Item Grado | Nota
cuantitativa
19* Altura de la | Longitud de la planta desde | Medicion Muy corto 3 3:<99cm
planta el nivel del suelo hasta la | a.cm Corto 4 4:100-119 cm
parte superior o longitud de Medio 5 5:120-139 cm
la planta desde la base Largo 6 6: 140-159 cm
hasta la parte superior, en Muy largo 7 7: 160cms<
la etapa inicial de floracién
20* Ndmero de | NuUmero total de ramas que | Medicion Muy pocos 3 3:<19
ramas primarias | se originan del tallo | a. Rama Pocos 4 4: 20-29
principal con mas de diez Medio 5 5: 30-39
hojas en la etapa inicial de Muchos 6 6: 40-49
floracion. Muchisimo 7 7:50<
s
21* Grosor del tallo Diametro de la base del | Medicion Delgado 3 3. 7mm
tallo principal en la etapa | a.mm Medio 5 5. 12mm
inicial de floracién Grueso 7 7. 17mm
22* Numero de | Numero de nudos del tallo | Medicion Pocos 3 3:10
nudos principal, en la etapa inicial | a. Nodo Medio 5 5:25
de floracion Muchos 7 7:40
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25* Tamafio de la | Tamafio de la lamina de la | Medicion Muy 1
hoja hoja méas grande del tallo pequefa
principal, en la etapa Pequeia 3
vegetativa tardia Medio 5
Grande 7
Muy 9
grande
24** | Capacidad de | Capacidad de propagacion | Medicion Pobre 3 3: £25%
propagacion vegetativa por yema apical Pasable 5 5: 50%
vegetativa er?’r‘;l‘z:r?igsm Bueno 7 7: 75%
Némero de corte * 100 Muy bien 9 9: 100%

25 | Tasa de | Proporcion en peso de | Medicion
rendimiento hojas secas al aire a hojas
frescas Peso de hojas secas

al aire
Peso de hojas frescas x 100

a.g

* [tems para propiedades esenciales sujetos a cambios de acuerdo con las condiciones climaticas y del cultivo

** [tems para propiedades esenciales

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue de bloques completos al azar (DBCA), con ochenta y
siete (87) tratamientos y tres (3) repeticiones. El experimento se establecid y evalu6
en una sola localidad de la ciudad de Monteria, campus de la Universidad de
Cordoba en el semestre | del afio 2022. El tamafio de parcela o unidad experimental
(UE) fue de un (1) surco de 30,2m de longitud y 1,2m de ancho, con tres plantas,
los surcos estaban separados a una distancia de 0,40m y distancia entre plantas de
0,30m. El area experimental utilizada fue de 478,8m? (ANEXO 2).
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3.4 OBJETIVO 1: CARACTERIZAR MORFOAGRONOMICAMENTE LOS
CLONES DE ESTEVIA

3.4.1. Fase de invernadero. La primera fase de este primer objetivo consistié en la
propagacion del material vegetal a partir de esquejes de aproximadamente 10cm,
provenientes de plantas madre durante el primer y segundo semestre del afio 2021.
El sustrato utilizado fue de una mezcla 1:1:1 de arena, aluvion y turba de coco, bajo
riego permanente diario de forma manual, hasta obtener 783 plantas para llevar a
campo. Se codificaron los clones provenientes de la hibridacion artificial con la

variedad Morita Il y se identificaron con la letra L, seguido del respectivo numero.

Inicialmente la multiplicacién se realizdé en bandejas pequefas (48cm de largo x
24cm de ancho), con unas dimensiones de 4cm con capacidad de 210g de sustrato
y posteriormente en bandejas grandes (64cm de largo x 32cm de ancho) con
capacidad de 5409 de sustrato. Los sustratos usados para esta fase fueron turba
de coco por su capacidad de retencion de agua y un mejor enraizamiento de los

esquejes (De Luna-Jiménez et al., 2019).

Posterior a esto, los esquejes de 15cm fueron trasplantado a bolsas plastica (20cm

de ancho x 25cm de longitud, calibre 2) para luego ser llevadas a campo.

En esta fase se presentd un brote del hongo fitopatdgeno Sclerotium rolfsii, y se
identific6 como Athelia rolfsii UCLV-IBP (GenBank: OM345235.1), causando
pudricién de tallo y raiz en Stevia rebaudiana Bertoni reportado para Colombia, el
cual esta consignado en la base del NCBI (Rodriguez-Paez et al., 2022) y de la
plaga cochinilla harinosa, identificada como Phenacoccus solani isolate UC
(GenBank: OM368062.1) reportado para Colombia en la base del NCBI (Rodriguez-
Paez et al., 2022).
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3.4.2. Fase de campo. Una vez completo el numero de plantas del experimento
(783 plantas), se realiz6 el trasplante al sitio definitivo en campo en el primer
semestre de 2022. Las condiciones de suelo presentaron un pH de 6,08, materia
organica de 1,64, Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC) de 18,8 y textura
franco-arcillosa-limosa (ANEXO 1).

El ensayo se establecido en el campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agricolas en un area de 34,2m x 14m para un total de 478,8m?. Se realiz6 el trazado
del lote y se construyeron caballones de tal manera que la distancia de siembra de
acuerdo (Agrosavia, 2006) de 0,30m entre planta y 0,40m entre surco. Se
trasplantaron 9 plantas por cada clon, ubicandose 3 plantas en cada surco o unidad
experimental (ANEXO 2). El ensayo conté con un total de 783 plantas, bajo

condiciones de umbraculo (ANEXO 7).

3.4.3. Caracterizacion morfoagrondmica. Para la toma de informacién de
las variables cualitativas y cuantitativas, éstas se realizaron sobre la base de tres
plantas por cada unidad experimental, atendiendo los criterios de guia propuestos

por el (UPQV, 2022) y que corresponden a las variables relacionas en la (Tabla 2).

Las evaluaciones se hicieron mediante observacion visual previo a la
realizacion de la cosecha. Se empled estadistica descriptiva para el célculo de la
frecuencia de aparicion (%) de las variantes evaluadas para cada atributo cualitativo
estudiada y se determiné la moda para las variables cualitativas y promedio para
cada variable cuantitativa. Asi mismo, se descartaron aquellos descriptores que no

presentaron variacion.

3.4.4. Analisis de datos. Los datos de cada clon fueron consignados en formatos

contenidos en una libreta de campo, donde se contemplan los descriptores.

Los datos se tabularon en una base de datos de Microsoft Excel, para su posterior
procesamiento. Se organizaron por separado los datos de las variables cualitativas
categorizadas y las variables cuantitativas, después se halld6 la moda a los

caracteres cualitativos, para elaborar las respectivas tablas de frecuencia.
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La informacion de los caracteres cuantitativos se procesoé para obtener el promedio
por repeticion, se realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) utilizando el software
GENES version 1990.2020.12. Desarrollado por Cruz en (2013). Los tratamientos
que arrojaron diferencias significativas (p<0,05) se les realiz6 la prueba de medias
de Tukey, con el fin de identificar el promedio por clon en cada variable y verificar la

diferencia estadistica.

Por ultimo, se desarroll6 un andlisis de componentes principales (ACP) aplicado
simultaneamente a 25 variables para obtener en su salida el grupo de caracteres
con mayor poder discriminante. Finalmente, se generaron graficos en 2D de las
decenas de factores de carga de los primeros tres componentes en los cuales se
trazaron ejes de origen y se identificaron los puntos, los biplots resultantes se
editaron para asignar el nimero de cada cuadrante a la figura.

3.5 OBJETIVO 2: REALIZAR EL AGRUPAMIENTO GENETICO DE LOS CLONES
EVALUADOS

A patrtir de la matriz de medias que se gener6 del analisis de varianza, se realiz6 el
andlisis de diversidad genética entre clones empleando la opcion de variables
cualitativas y cuantitativas, este procedimiento gener6 la matriz de distancia de
Gower sugerida para analizar datos mixtos, y esta se utiliz6 para agrupar por
métodos jerarquicos y CCC, a través del método UPGMA, donde se obtuvo el
dendograma,; adicionalmente, se calculé la distancia de Mahalanobis para agrupar
los clones por la proyeccion 2D y 3D, por el método K Means, los analisis se
realizaron usando el programa genes version 1990.2020.12; desarrollado por Cruz
(2013).

3.6 OBJETIVO 3: DETERMINAR LA EFICIENCIA DEL INTERCAMBIO GASEQSO
DE CINCO GENOTIPOS DE ESTEVIA CON BASE EN SU PRECOCIDAD A
FLORACION

Los clones se evaluaron en los periodos de floracion (muy temprana, intermedia y
muy tarde) con base en el descriptor de la UPOV. Los parametros de intercambio

gaseoso se realizaron en plantas de Stevia rebaudiana. El intercambio de gases de
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la hoja se determiné en la tercera hoja adherida completamente expandida desde
el apice, utilizando un analizador de gases infrarrojo portéatil de flujo abierto (LI-
6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE, EE. UU.). La fotosintesis neta ( Axn, umol
CO2m 72s 1), conductancia estomatica ( gs , ymol H20 m 2 s 71), transpiracion (E,
mmol H2O m 72 s 1), y la concentracién interna de CO2 ( C i, pmol CO2 mol 1) se
midieron aproximadamente entre las 09:00 y las 11:00 h hora solar, bajo un cielo
despejado y bajo una irradiacion foliar de 1300 ymol fotones m 2 s "1 como el 80 %
del punto de saturacion de luz, como lo describié recientemente (Pompelli et al.,
2022), una concentracion fija de CO2( Ca ) en 400 ymol mol ~*, y un flujo de aire de
400 ymol s 71 (Corte-Real et al., 2019). Para evaluar si la disminuciéon de An en S.

rebaudiana esta limitada por barreras estomaticas, se aplicé el concepto de
.. ., L. . . . p Ci
limitacion de umbral estomatico (SL), calculado segun la siguiente formula: SL=— é

(Wang et al., 2018); donde C; es una concentracion interna de COz2 (en la cAmara
subestomatal) y Caes un CO: estandar, proporcionado por un cartucho de CO:2
(cartucho de COz2 puro iSi, soluciones inspiradoras iSi, Wien, Austria). A partir de los
pardmetros de la fotosintesis, calculamos la eficiencia intrinseca del uso del agua
(WUEI) y el déficit de presion de vapor (VPD; kPa).

Todas las caracteristicas analizadas se componian de 5 repeticiones, compuesto
por 5 genotipos (L020, LO57, L082, L102 y Morita Il). Se realizé el ANOVA de una
via para comparar medianas utilizando una prueba SNK (p< 0,05) en SigmaPIlot
para Windows v. 14.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EE. UU.).

Se utilizé mapa de calor para comparar la media de cada genotipo, tomando como
referencia el genotipo Morita Il. Después de la transformacién logz, se utilizé el
método de escala de color. EIl mapa de calor se construyé con Microsoft ® Office
360 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE. UU.) y CoreIDRAW Graphics Suite
X8 (Corel Corporation, Ottawa, ON, Canadd)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 OBJETIVO 1. CARACTERIZACION MORFOAGRONOMICA DE 87 CLONES
DE ESTEVIA (Stevia rebaudiana Bertoni) DE LA COLECCION DE LA
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

Los resultados de la caracterizacion morfoagrondmica estan consignados en la
tabla 3. En ella se identifican 17 de los 18 descriptores cualitativos, lo cual equivale
al 94,44% de caracteristicas con variabilidad entre los clones evaluados, lo que
refleja la existencia de variabilidad genética a causa del proceso evolutivo,
sustentado en mutaciones e hibridaciones naturales y artificiales entre clones
(Tomate, 2018).

Una sola caracteristica acusd ausencia de variabilidad y es la resistencia a la
mancha foliar causada por septoria resultado que concuerda con Ramirez-Jaramillo
et al. (2020) e importante, dado que ello no afecta la calidad de la hoja en cuanto a
la residualidad de productos inorganicos que afecten el producto final y con ello el

consumidor (Koehler y Shew 2018).
4.1.1 Variables cualitativas. Los resultados de categorias por variable y la

frecuencia respectiva en caracteristicas cualitativas, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Frecuencias para caracteristicas cualitativas de 87 clones de Stevia
rebaudiana Bert.

CARACTER CLASE CLASIFICACION FRECUENCIA PORCENTAJE
TIPO DE PLANTA 2 1] 35 40,2

3 1] 52 59,7
PRESENCIA DE 1 Ausente 52 59,7
ANTOCIANINAS EN 9 Presente 35 40,2
EL TALLO
CANTIDAD DE 3 Pocos 38 43,6
PUBESCENCIA EN 5 Medio 39 44.8
EL TALLO 7 Muchos 10 11,4
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FORMA DE LA 1 Eliptica 37 42,5
HOJA 5 Obovada 35 40,2
7 Aovada 4 4,5
9 Lanceolada 11 12,6
GROSOR DE LA 3 Delgado 2 2,29
HOJA 5 Medio 38 43,6
7 Grueso 37 42,5
9 Muy grueso 10 11.4
COLOR DE LA HOJA 3 Verde palido 3 3,4
5 Verde 80 91,9
7 Verde oscuro 4 4.5
INCISION DEL 1 Toda 1 1,1
MARGEN DE LA 3 Superficial 54 62,0
HOJA 5 Media 32 36,7
CANTIDAD DE 1 Nula 35 40,2
PUBESCENCIA EN 3 Pequefia 49 56,3
LA HOJA 5 Media 3 3,4
TAMARNO DE LA 3 Pequefia 15 17,2
FLOR* 5 Media 38 43,6
7 Grande 33 37,9
COLOR DE LA 3 Blanco 26 26,8
FLOR* 5 Rojizo claro 25 28,7
7 Purpura 35 40,2
VIGOR DE 3 Bajo 4 4,5
CRECIMIENTO 5 Medio 33 37,9
7 Alto 50 57,4
ETAPA INICIAL DE 1 Muy temprana 12 13,7
FLORACION EN 3 Temprana 37 42,5
CIERNES* 5 Intermedia 27 31,0
7 Tarde 8 9,1
9 Muy tarde 2 2,2
ETAPA DE 1 Muy temprana 12 13,7
FLORACION INICIAL* 3 Temprana 37 42,5
5 Intermedia 27 31,0
7 Tarde 8 9,1
9 Muy tarde 2 2,2
HABITO DE 3 Pobre 1 1,1
RAMIFICACION 5 Medio 21 24,1
7 Bueno 65 74,7
HABITO DE 1 Erecto 2 2,29
CRECIMIENTO 3 Semierecto 26 29,8
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5 Postrado 59 67,8

PERIODO DE 3 Corto 20 22,9
CRECIMIENTO 5 Medio 49 56,3

7 Largo 18 20,6
RESISTENCIA A 3 Débiles 7 8,04
Sclerotium rolfsii 9 Resistente 80 91,95

*Ausencia del clon L020

Los caracteres con mayor variacion corresponden a: etapa inicial de floracion en
ciernes (EIFC) y floracion inicial (EIF) (ANEXO 5), con cinco alternativas cada una
(Figura 4); seguido de forma y grosor de la hoja (ANEXO 4) con cuatro (FH-GH),
esto demuestra mayor evolucién y enriquece el acervo genético de la especie.
Othman et al. (2018) report6 variabilidad en la hoja; Gonzalez et al. (2019) identificd
las caracteristicas de mayor variabilidad en la fase inicio de floracion, lo que sugiere
qgue la floracién tardia es una de las caracteristicas de gran relevancia en esta
especie, porque permite prolongar la duracién de las cosechas (Ceunen y Geuns
2013) y mejorar los rendimientos generales de glucosidos de esteviol (SG), ya que
segun Angelini et al. (2018) demostraron que las mayores cantidades de SG se

acumulan en las hojas durante el periodo de floracion.

En atencién a los resultados, el clon LO20 se escapa a la clasificacion definida por
el descriptor, ya que este genotipo no florecié en los tiempos establecidos para este
estudio, siendo una variable agrondmica deseable para los principales objetivos del

programa de mejoramiento en Stevia rebaudiana.
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Figura 4. Histograma de EIFC — EIF
(Etapa inicial de floracidén en ciernes y Etapa inicial de floracién).

Mientras que los de menor aporte sobresalen: presencia de antociana en el tallo
(PAT) y resistencia a Sclerotium rolfsii (RETS) con dos variantes. Sin embargo, el
91,95% de los genotipos presentaron resistencia parcial ante el tizén del sur
(Sclerotium rolfsii), lo que otorga un valor significante relacionado con la contribucién
genética hacia la progenie (Allier et al., 2019). Para la caracteristica de hébito de
crecimiento (HC), los genotipos acusaron un 2,29% de habito erecto representado
por los clones L020 y L102 (Tabla 13); seguido de 29,8% de habito semierecto y un
67,8% de habito postrado, mientras que Pico-Gonzalez et al. (2020) reportaron que
el 60% de los clones de estevia evaluados acusaron habito erecto, seguido de
un 24% de habito postrado y un 16% de habito semierecto, por ende esta variable
es de mayor interés por que esta estrechamente relacionado con la arquitectura de

la planta y la mecanizacién de labores de cosecha.
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4.1.2 Analisis de varianza de las variables cuantitativas. Los resultados del
analisis de varianza (Tabla 4) demuestran diferencias significativas y altamente
significativas entre los clones en todos los caracteres cuantitativos evaluados, por
lo que corrobora la existencia de variabilidad genética, lo cual es producto de la
segregacion y se puede verificar en la prueba de medias (ANEXO 3). De acuerdo
con los valores obtenidos, los coeficientes de variacion (CV) fueron menores al 20%,

lo que indica confiabilidad en la calidad del experimento (Ruiz-Ramirez, 2010).

Tabla 4. Analisis de varianza para 87 clones de Stevia rebaudiana

F.V GL AP NRP GT NN TH CpPV TRS
(cm) (N9  (mm) (N°)  (cm) (%) (9)

BLOQUES 2 36,39 73,37 0,33 3,66 0,06 0 2,79
GENOTIPOS 86  38,17** 3,69** 52,590** 7191* 31,00 83,44** 41,32**
ERROR 172 17,10 8,81 0,13 1,04 0,19 4,84 1,74
TOTAL 260 227,55 17,17 2,43 24,45 2,13 136,9 24,98
X 44,15 16,78 4,68 15,76 5,30 58,05 6,99
C.V (%) 9,37 17,70 7,85 6,47 8,34 3,79 18,87

F. V= Fuente de variacion, GL= Grados libertad, X= Media, C. V= Coeficiente de variacion, AP= Altura de la planta,
NRP=Numero de ramas primarias, GT= Grosor del tallo, NN=Numero de nodos, TH=Tamafio de la hoja, CPV=Capacidad de
propagacion vegetativa, TRS=Tasa de rendimiento seco, ** Significativos a 1 y 5 % de probabilidad, respectivamente por el
test F.

La tabla 5 contiene estadisticas simples, relacionadas con los valores cuantitativos
de los genotipos para cada variable. Se observa que con el aumento de CPV,
representado por capacidad de propagacion vegetativa de 58,05 %, se deriva un
aumento significativo de altura de la planta (AP) de 44,15cm. Lo cual sugiere que,
cuanto mas altas sean las plantas mayores sera su enraizamiento; permitiendo un
aumento en la captacion de agua y mejores producciones de procesos fotosintéticos

para transferir a las partes en crecimiento.

En esta investigacion, se detect6 la mayor altura en el clon L102 con un valor de
119,5cm (Tabla 15). En este sentido, estudios realizados por de Castro et al. (2022)
de genotipos élite de estevia de la sabana brasilefia presentd una altura maxima de
118cm; Francisco et al (2018) en Brasil obtuvieron una altura de 116cm y Taleie et
al. (2012) en Iran alcanzé los 80cm de altura. Por lo tanto, el clon L102 representa
un excelente indice de crecimiento vegetativo de manera que beneficia la

acumulacion de materia seca de la planta.
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El promedio para la variable grosor del tallo (GT) fue de 4,68mm resultado que
difiere con Morelo (1984) de 5,2 mm; estas diferencias encontradas con relacion al
grosor de tallo en las plantas pueden ser debido al desarrollo de los tejidos en
funcion a sus caracteristicas genéticas, partiendo de que didmetros muy delgados
afectan el soporte de la planta, lo que puede incidir en la capacidad fotosintética de
la planta. Sin embargo, el clon L020 present6 el mayor valor de GT con 8,96mm
(Tabla 15), con valor intermedio el clon L113 de 6,33mm y en menor medida LO06
con valor de 2,4mm (ANEXO 3) estos resultados son superiores a lo reportado por
Torres et al.,, (2015) quienes encontraron grosores de 1,45 y 2,15 mm,

respectivamente.

El promedio de numero de ramas primarias (NRP) fue de 16,78 mientras que la
variedad comercial Morita Il presentd el mayor valor de 27,6 ( Tabla 15) seguido del
clon L113 con un valor intermedio de 22,4 en tanto que el genotipo LO08 mostro el
menor promedio de 11, 4 (Tabla 17), estos valores fueron superior a lo reportado
por Morelo (1984) de 10,3 y una desviacion estandar de 1 a 25 ramas por planta;
esta caracteristica es muy importante desde el punto de vista agronémico ya que

contribuye a un buen rendimiento de materia seca.

Tabla 5. Cuadrados medios y estadisticas descriptivas para variables cuantitativas
de 87 clones de Stevia rebaudiana.

Variable Media C.V.(%) D.E. Minimo Maximo Varianza CM
AP (cm) 44,15 9,37 4,13 24,10 128,70 17,10 652,89 **
NRP (N°) 16,78 17,70 2,96 10,00 32,00 8,81 32,58 **
GT (mm) 4,68 7,85 0,36 2,30 9,40 0,13 7,08 **
NN (N°) 15,76 6,47 1,01 8,70 28,30 1,04 74,79 **
TH (cm) 5,30 8,34 0,43 2,10 10,30 0,19 6,07 **
CPV (%) 58,05 3,79 2,20 50,00 75,00 4,84 404,30 **
TRS (9) 6,99 18,87 1,31 0,72 33,28 1,74 71,98 **

AP: Altura de la planta; NRP: Numero de ramas primarias; GT: Grosor del tallo; NN: Numero de nudos; TH: Tamafio de la hoja; CPV: Capacidad
de propagacion vegetativa, TRS: Tasa de rendimiento seco; C.V: Coeficiente de variacién; D.E: Desviacion estandar; CM: Cuadrado medio; **:
Diferencias significativas al 1% (p<0,01).
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La tasa de rendimiento seco (TRS) mostrd un promedio de 6,99 g, donde los clones
oscilaron entre 0,94 y 28,55 gramos por planta de biomasa seca (ANEXO 3). Estos
resultados concuerdan con Aguirre-Medina et al. (2018); Velazquez Duarte et al.
(2016) presentaron de 4 a 7 g planta® de masa seca de las hojas por planta en
condiciones de campo. Segun Espitia et al. (2008), el rendimiento se incrementa
con la densidad hasta alcanzar el éptimo, después del cual permanece constante o
decrece al aumentar el numero de plantas. Mientras que Serfaty et al. (2013)
obtuvieron rendimientos mayores de 4,3 t ha-! de hojas secas, considerando que
las diferentes préacticas de manejo del cultivo, la densidad de plantacion y el tiempo
de recoleccion influyen en la produccion de biomasa, ya que, el rendimiento

depende del genotipo, ambiente y la interaccion del genotipo con el ambiente.

En cuanto al genotipo con mayor rendimiento, el clon LO20 mostré un promedio de
TRS de 28,55 g superando al cultivar Morita Il con 20,58 g (Tabla 15). Teniendo en
cuenta que la produccién de biomasa se expresa en productividad tanto fotosintética
y fotoprotectora. En este contexto cabe resaltar que el clon L020 acumulé 93% mas
biomasa que el testigo (Morita 1l), siendo un rasgo favorable en estevia para
identificar genotipos superiores, que puede ser utilizado para uso directo en
produccion comercial 0 como nuevos progenitores en programas de mejoramiento.
Sin embargo, el clon L041 mostr6 el menor valor para esta variable de 0,94 g (Tabla
17) por lo que se recomienda realizar estudios de adaptabilidad y estabilidad del

rendimiento a lo largo de los afios en distintos ambientes.

4.1.3 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (ACP) para 24 variables discriminantes,
empieza con la matriz de correlaciones de las variables cuantitativas, esta se calculd
por el método de Pearson, que estan consignadas en la tabla 6, la cual nos permite
evaluar la magnitud y direccién de las relaciones entre dos variables, siendo (util
para la mejora y asi evaluar la viabilidad de la practica de la seleccién indirecta
(Cruz, 2013). En ella, el caracter altura de la planta (AP) se correlacionan alta y
positivamente, con las variables NRP, GT, NN, TH, CPV y TRS. Por lo tanto, a
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mayor AP mayor crecimiento vegetativo, ya que este aumento es concomitante en
la produccion de biomasa que estéa relacionado con el rendimiento de la hoja, esto
sugiere que las plantas de mayor altura son de alto rendimiento ( Buana y Goenadi,
1985 ; Tavarini, et al., 2018).

El nimero de ramas primarias (NRP), esta correlacionado con GT y TRS (Tabla 6),
es directa la relaciéon entre las variables, lo cual coincide con (Yadav et al., 2011);
esto se puede atribuir a la sintesis de citoquininas que ocurre principalmente en los
apices radiculares, dado que un sistema radicular mas desarrollado permite una
mayor produccion de estas fitohormonas y su exportacion a los tallos, donde
estimulan la produccién de ramas laterales (Pal et al., 2015). El nimero de nudos
(NN), se incrementa con el tamafio de la hoja, por tanto, hay una correlacion positiva
(Tabla 6). Segun, Ramirez Jaramillo (2011) los fotoperiodos largos aumentan la
longitud de entrenudos y el area foliar, acelerando la aparicion de las hojas en las

plantas.

Tabla 6. Matriz de correlaciones para variables cuantitativas de Stevia rebaudiana.

AP NRP GT NN TH CpPV

NRP 0.4078* -

GT 0.5248* 0.4849* -
NN 0.2967** 0.1952 0.3405* -

TH 0.4879* 0.1688 0.3503**  0.2954** -

CPV 0.2788 ** 0.0328 0.006 0.1055 0.0437 -

TRS 0.6727* 0.2987**  0.3936**  0.2406*  0.3923**  0.2423* -

*Correlaciones significativas entre variables **correlaciones altamente significativas entre dos variables AP: Altura de la planta,
NRP: Numero de ramas primarias, GT: Grosor del tallo, NN: Numero de nudos, TH: Tamafio de la hoja, CPV: Capacidad de
propagacion vegetativa, TRS: Tasa de rendimiento seco
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El tamafo de la hoja (TH), esta correlacionado altamente con TRS (Tabla 6), es
decir que a mayor indice de area foliar mayor sera la masa seca foliar, por tanto, se
puede inferir que este aumento de la parte aérea esta asociado al rendimiento foliar
en funcién de un mayor desarrollo de la planta, lo cual ha sido reportado por de
Lima-Filho (2004); ya que en condiciones de baja radiacion, las plantas aumentan
la expansion foliar, dando como resultado una mayor interceptacion de la radiacion,

aumentando la eficiencia fotosintética (Lambers et al., 2008; de Bang et al., 2021).

El aumento de biomasa expresado en TRS, esta correlacionado con la capacidad
de propagaciéon vegetativa, debido a que, durante el crecimiento de la planta, el
nitrogeno es rapidamente absorbido por las raices y transportado a las hojas
(Peralta y Dianelly, 2016), esto produce aminoacidos que se incorporan a la proteina
de la hoja aumentando los niveles de clorofila los cuales se asocian positivamente
con la acumulacién de biomasa y la biosintesis de enzimas asociadas con el
transporte de electrones, proteinas y carbohidratos en plantas de Stevia rebaudiana
(Jain et al., 2009; Guerrero, 2018).

La diversidad fenotipica, la importancia de los caracteres y la contribucién por rasgo
se determinaron mediante la aplicacién de las técnicas del andlisis multivariado
conocidas como analisis de componentes principales y diversidad por variables

cuantitativas y cualitativas.

La tabla 7, muestra las estimativas de los autovalores por componente, a estos se
asocia el porcentaje de variacion explicada, se seleccionan aquellos con autovalor
mayor o igual a 1. En este caso, el 69,57 % de la variacion, se explica con 8
componentes principales, y sus autovectores aparecen en la tabla 8, lo cual se
sustenta de acuerdo Gerrano et al., (2019) en donde los valores propios iguales o
mayores que 1 indican la existencia de un nivel de significancia de las

caracteristicas evaluadas en los genotipos estudiados.

La interpretacion de los componentes principales se debe centrar en el valor de los

coeficientes, de tal manera que, a mayor valor de estos, independiente de su signo,
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mas eficiente es la discriminacion. Los coeficientes con valores negativos significan
gue estan caracterizado en sentido contrario en relacién con las variables positivas
y viceversa (Franco e Hidalgo, 2003). En la salida del ACP, se identificaron 8
descriptores como las variables méas discriminantes para la diversidad genética de
Stevia rebaudiana, cinco de ellos cualitativas y dos cuantitativas; estas son: altura
de la planta (AP), etapa inicial de floracion en ciernes (EIFC), tamafio de la flor (TF),
tipo de planta (TP), presencia de antocianina en el tallo (PAT), numero de nudos
(NN), resistencia a la enfermedad tizén del sur (RETS) e incisién del margen de la
hoja (IMH).

El primer componente (CP1), explica el 19,65% de la variacién total de la
informacion, lo determinan las variables AP y VIGC con 0,3639y 0,3217 al igual que
la variable cuantitativa TRS con 0,3229. Los resultados anteriores indican que el

primer componente esta relacionado con el rendimiento de biomasa seca.

En el segundo componente (CP2), se explica el 12,58 % de los datos, esta
estrechamente relacionado con etapa inicial de floracion EIF y periodo de
crecimiento PC con 0, 5341 y 0,4531 respectivamente, lo que esta asociado con el

inicio de la floracion.

En el tercer componente (CP3), se demuestra el 10,58% de la variacion, donde
predominan los caracteres CF (ANEXO 6) con 0,4546 y cantidad de pubescencia
en la hoja CPH con 0, 3114, lo cual permite discriminar las accesiones tanto por el

color de la flor como por la pubescencia de sus hojas.

El cuarto componente (CP4), recoge el 7,04% de la explicacién de la informacion,
esta determinado por 0,3754 de FH y el 0,3738 del CH, lo que permite separar las
accesiones por las caracteristicas de las hojas.

Las caracteristicas del quinto componente (CP5), representa con el PAT de 0,5784
y -0,3464 de resistencia ante el tizon del sur y este componente explica el 5,71% de

la variacion total de los datos.
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Tabla 7. Estimativas de autovectores e importancia de descriptores.

Autovalor

%Explicado

%Acumulado

pd
S

Autovalor

Importancia (%)

Destacado

Recomendacion

4,72 19,65 19,65 1 4,7165294 19,65 AP

3,02 12,58 32,23 2 3,0198696 12,58 EIFC

2,54 10,58 42,81 3 2,5383572 10,58 TF

1,69 7,04 49,85 4 1,6899809 7,04 TP

1,37 571 55,56 5 1,3697402 571 PAT

1,16 4,84 60,39 6 1,1610084 4,84 NN

1,15 4,80 65,20 7 1,1527852 4,80 RETS

1,05 4,37 69,57 8 1,0486117 4,37 IMH

0,94 3,90 73,47 9 0,9365328 3,90 NRP

0,91 3,80 77,27 10 0,9126886 3,80 CH

0,81 3,37 80,64 11 0,808494 3,37 HR

0,74 3,10 83,74 12 0,7449015 3,10 HC

0,64 2,65 86,39 13 0,6361753 2,65 GT Descarte
0,57 2,36 88,76 14 0,5671128 2,36 IMH Descarte
0,46 1,93 90,69 15 0,4636916 1,93 NN Descarte
0,39 1,64 92,33 16 0,3941604 1,64 CPT Descarte
0,37 1,54 93,87 17 0,3693364 1,54 GH Descarte
0,33 1,38 95,25 18 0,3319211 1,38 PC Descarte
0,31 1,29 96,54 19 0,3097375 1,29 NRP Descarte
0,28 1,17 97,71 20 0,280613 1,17 CF Descarte
0,22 0,93 98,64 21 0,2235148 0,93 TF Descarte
0,19 0,81 99,45 22 0,1944495 0,81 AP Descarte
0,13 0,54 100,00 23 0,1297881 0,54 VIGC Descarte

Valores en negrilla indican el nimero de componentes necesarios para explicar el 69,57 % de la variacion de los datos.
AP=Altura de la planta, EIFC= Etapa inicial de floracion en ciernes, TF=Tamafio de la flor, TP= Tipo de planta, PAT=Presencia
de antocianina en el tallo, NN=Numero de nudos, RETS= Resistencia a la enfermedad tizon del sur, IMH= Incisién del margen

de la hoja

Tabla 8. Peso de variables discriminantes en los ocho componentes principales del

ACP.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8
TP 0,0333 0,1175 -0,097 0,5256 0,0144 -0,0051  -0,3727 0,0895
PAT 0,0437 0,1079 0,0655  -0,056 0,5784 -0,1439 0,3815  -0,0895
CPT 0,2345 0,1054 0,0849 0,2164 0,3087 -0,0454 0,338 0,1876
FH 0,027 -0.0882 0,0538 0,3754 -0,2037 0,4398 0,2635 0,3312
GH 0,2773 0,1435 0,0096 0,2106 0,1617 0,0037 -0,1757 -0,3825
CH 0,0141 0,0725 0,1955 0,3738 0,2949 -0,3065 -0,0476 0,2205
IMH 0,2135 0,0772 0,0525 0,1215 0,0063 0,3514 0,1125 -0,4574
CPH 0,1703 0,1176 0,3114  -0,0409 -0,0207 0,0731  -0,1139 0,4432
TF 0,0236 0,0673 0,5115 -0,019 -0,1186 -0,0152 0,0356  -0,0791
CF -0,0574 0,1327 0,4546 0,0967 -0,1803 0,0631 -0,114 -0,223
VIGC  0,3217 -0,019 0,223 -0,2377 -0,0331 -0,0182 0,0726  -0,0863
EIFC -0,0856 0,5341 0,0193 -0,1138 -0,0813 -0,0126 0,0026 0,1006
EIF -0,0856 0,5341 0,0193  -0,1138 -0,0813 -0,0126 0,0026 0,1006
HR 0,2723 -0,0637 0,2365  -0,1577 -0,1036 -0,0779  -0,053 0,1394
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HC -0,1655 -0,0337 0,2718 -0,1154 0,1633 0,3217 0,0968 0,071

PC 0,1109 0,4531 -0,1338  -0,0955 -0,1391 0,0927  -0,0044 0,061

RETS -0,1556 0,0797 -0,1198 0,1939 -0,3464 -0,0677 0,5932 -0,1234
AP 0,3639 0,0169 -0,2203 0,0167 0,0308 0,1504  -0,0045 0,1262
NRP 0,2691 -0,2026 0,0963  -0,1407 -0,0991 0,1506 0,1262 0,2126
GT 0,2924 -0,1198  -0,0708 -0,039 -0,2 -0,1911  -0,1062 0,1746
NN 0,2208 0,0127 -0,0476  -0,0248 -0,239 -0,4918 0,2398 0,0229
TH 0,2825 0,1028 -0,0636 0,2497 -0,1909 -0,0435 0,0256  -0,1606
CPV 0,0794 0,1829 -0,264 -0,2448 0,144 0,1373  -0,0246 0,091

TRS 0,3229 0,0195 -0,1359  -0,1037 0,1102 0,2504 -0,0175 -0,0425

VIGC= Vigor de crecimiento, TRS= Tasa de rendimiento seco, EIF= Etapa inicial de floracion, PC= Periodo de crecimiento,
CF=Color de la flor, CPH= Cantidad de pubescencia en la hoja, FH=Forma de la hoja, CH= Color de la hoja,
RETS=Resistencia al tizon del sur, CPT=Cantidad de pubescencia en el tallo, HC=Habito de crecimiento, IMH=Incision del
margen de la hoja, TP= Tipo de planta, PAT= Presencia de antocianina en el tallo, GH= Grosor de la hoja. *Valores en negrilla
representan descriptores de mayor contribucion para cada componente principal.

El sexto componente (CP6), esta asociado a tres variables cualitativas, FH con
0,4398, IMH con 0,3514 y HC con 0,3217; permite identificar a los cultivares por su

hébito de crecimiento y morfologia de la hoja y representa el 4,84% de la varianza.

El séptimo componente (CP7), esta determinado por la influencia positiva de los
cultivares con RETS con 0,5932 y 0,3815 de presencia de antocianina en el tallo, y

aportan el 4,80 % la variacion de la informacion.

El octavo componente (CP8), contiene el 4,37 % de la variacion total y se asocia
con las caracteristicas IMH con -0,4574 y CPH con 0,4432 que facilita discriminar

los clones con incisién en los margenes de las hojas y su respectiva pubescencia.

En este sentido, el analisis multivariado por componentes principales permitié
determinar las variables mas discriminantes: altura de la planta, etapa inicial de
floracion en ciernes, tamafio de la flor, tipo de planta, presencia de antocianina en
el tallo, numero de nudos, resistencia a la enfermedad Sclerotium e incisioén del
margen de la hoja, fundamentada en las estimativas de autovalores e importancia
de descriptores (Tabla 7), por tanto, estas caracteristicas contribuyen a la
variabilidad genética de la especie (Gutierrez Casas, 2019), tal como lo reporta
(Buana, 1989, Tateo et al., 1998; Hastoy et al., 2019; Tavarini et al., 2018); estos
rasgos pueden ser utilizados para la identificacion de progenitores genéticamente
divergentes en programas de mejoramiento genético en S. rebaudiana, con el fin

de mantener la diversidad de una poblacion elite o identificar progenitores con
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caracteres deseables contrastantes para seleccionar individuos segregantes en F2

gue combinen las caracteristicas de los padres.

4.1.4 Analisis biplot.

En el biplot de la figura 5, se muestra la dispersion de los clones y cada una de los
variables en un espacio bidimensional donde relaciona los dos primeros
componentes del ACP. En el primer cuadrante, sobresalen los genotipos L013,
Morita I, LO35, L0O56, L088, L102, LO71, LO70, LO52, LO46; estos clones se
caracterizan por presentar un periodo de crecimiento largo y capacidad de
propagacion vegetativa buena. Los genotipos mas discriminantes en este cuadrante
corresponden a la variedad Morita 1l y el clon L102, teniendo en cuenta que en las
variables cuantitativas Morita Il presentdé el mayor nimero de ramas primarias, lo
cual lo convierte en un genotipo con buen desarrollo vegetativo y el L102 presento
la mayor altura y tamafio de la hoja, siendo caracteristicas agronémicas de gran
importancia, ya que la hoja es el érgano con mayor contenido de glucoésidos de
esteviol (Nufiez, 2011).

En el cuadrante segundo, las variables que mas aportan a la divergencia es la etapa
inicial de floracién en ciernes (EIFC) y resistencia al tizon del sur (REST), donde se
agrupan los clones L006, L017, L062, LO73, L092, L100, LO69, L087, L008, L0O05,
L039, LO57, LO34, LO75. El genotipo L062, es el mas discriminante al estar mas
alejado del origen.
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Figura 5. Biplot CP1 vs CP2 para variables discriminantes en 87 clones de S.
rebaudiana.

El tercer cuadrante, se encuentran los clones L097, LO41 L064, L074, LO05, L0033,
LO72, LO40, LO16, LO60, LO77, LO78, LO30, L038, L015, L114, el clon LO41 es el
mas discriminante, siendo la variable habito de crecimiento (HC) la Unica que se

asocia a este cuadrante.

El cuarto cuadrante de esta figura aparece los genotipos L081, L098, L082, L044,
LO47, LO25, LO27, LO12, LO45, LO85, L098, L020, donde se asocian las variables
namero de ramas primarias (NRP), grosor del tallo (GT), vigor de crecimiento
(VIGC), numero de nudos (NN), habito de ramificacién (HR). El genotipo L020
muestra la distancia mas lejana del origen, siendo el mas divergente por estar mas
distante y acusa tener genes interesantes para el mejoramiento ya que presenta el
promedio mayor de GT de 8,96 mm y la mayor tasa de rendimiento seco 28,55
g/planta por tanto presenta caracteristicas agronomicas importantes para genotipos

superiores.
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En la figura 6, se muestra la dispersion en 2D, de los clones y las caracteristicas por
cuadrante al comparar los componentes 1 y 3 del analisis. En el primer cuadrante
de este biplot, se ubican como variables discriminantes TF, CPH, VIGC, CH, NRP,
se agrupan los clones L032, LO70, LO45, L098, L056, L082, L063, L088, L022, L0133,
LO37, LO54, L096, L044, L041, L023. Los genotipos LO81 y L028 son los méas

alejados al origen del cuadrante, lo que demuestra que son los mas divergentes.

CP3 Dispersion Grafico - partituras y cargas factoriales
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Figura 6. Biplot CP1 vs CP3 para variables discriminantes en 87 clones de S.
rebaudiana.

En el segundo cuadrante, se alojan los clones L008, LO60, L017, LO05, LO51, L094,
LO36, LO74, donde se asocian las variables CF (ANEXO 6) y HC. El clon L114 es el

mas distante marcando mayor diferencia.

En el tercer cuadrante se encuentran los clones LO03, L0O55, LO75, L049, LO73,
LO79, LO87, L0622, L0411, L092, LO06, LO72 siendo el genotipo L100 el divergente
por la distancia con respecto a los demas clones. Las caracteristicas EIFC y REST

son las que discriminan para este cuadrante.
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El cuarto cuadrante, se ubican los clones L113, L047, L027, L048, LO09, LO68, L025,
L024, L052, sobresaliendo los genotipos Morita I, LO20 y L102, lo que indica que
son los mas contrastantes genéticamente por estar mas alejado del origen del
gréfico, siendo estos los que presentan las mejores caracteristicas agronémica en
cuanto altura de la planta, tasa de rendimiento seco, periodo de crecimiento, grosor
del tallo, tipo de planta y capacidad de propagacion vegetativa, por tanto, son rasgos
Utiles y de interés para mejorar la eficiencia de la reproduccion y ganancia de la

estevia.

El tercer biplot de la figura 7, se relaciona los componentes 2 y 3; se observa que
en el primer cuadrante se agrupan los clones L035, L017, L021, L014, L031, LO10,
LO51, LO56, L0O22, LO70, LO08, L034, L094, L030, L088, L013; a estos se asocian
las variables discriminantes cantidad de pubescencia en el tallo (CPT), color de la
flor (CF), cantidad de pubescencia en la hoja (CPH) y color de la hoja (CH). Los
genotipos destacados por su divergencia son el L0035y L017, siendo este ultimo el

que se encuentra distante del origen.

En el segundo cuadrante, la caracteristica discriminante nimero de ramas primarias
(NRP) marcando la diversidad. Se ubican los genotipos L032, LOO5, L0O60, L037,
LO74, LO54, L0O85, L030, L082, L045, L044 y L012, sobresaliendo como divergentes
LO12 y LO44, esto debido a la posicién distante del origen de ambos clones.

El tercer cuadrante aparece los clones L025, L020, LO03, LO77, LO78, L016, LOQ9,
L114, LO15, LO38, L040, L041, L027, LO72, LO97 en este cuadrante las variables
grosor del tallo (GT) y tamafio de la hoja (TH) permiten discriminar estos genotipos.
El genotipo L020 se encuentra separado de los demés del cuadrante porque es el
genotipo que mas presenta grosor del tallo de 8,96mm por lo que es el mas

divergente de este grupo.

El cuadrante cuatro agrupa los clones L046, L0O55, L039, LO65, LO75, L068, L092,
LO69, LO57, LO62, Morita I, LO87, LO73, LO79, L100, L0O52, L102. Las variables que
mas aportan a la divergencia son EIFC, PC, CPV, CH, NN, RETS, TRS y AP. El

genotipo L102 se encuentra mas distante que los demas clones dado a que
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presenta el mayor promedio de altura de

tardia, lo que favorece una mayor produc

CP3

119,5cm con un periodo de floracion muy

cion de biomasa.
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Figura 7. Biplot CP2 vs CP3 para variables discriminantes en 87 clones de S.

rebaudiana.

La caracterizacion del banco de germoplasma de estevia, se pudo identificar

genotipos genéticamente divergentes que son importantes para el programa de

mejoramiento genético de la universidad
clones con caracteristicas agronémicas

floracion, vigor de crecimiento, resistenc

de Cordoba, pues permite la seleccion de
deseables asociadas con etapa inicial de
ia a Sclerotium rolfsii, altura de la planta,

namero de ramas primarias y tasa de rendimiento seco que son caracteristicas

agrondmicas valiosas para lograr mayores ganancias de seleccion de clones

altamente adaptadas a las condiciones

escala.

del Caribe asi como del cultivo a gran
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Se detecté una alta variabilidad genética entre los clones, sobresaliendo los
genotipos L020 y L102, presentan caracteristica deseable para progenitores y/o
cultivares en cuanto altura de planta, grosor del tallo, produccién de follaje y una
floracion tardia, que los hace interesante para su valoracion en Pruebas de

Evaluacion Agronémica.

4.2. OBJETIVO 2. REALIZAR AGRUPAMIENTO GENETICO DE LOS CLONES
EVALUADOS

4.2.1 Proyeccion 2D y 3D. Mediante la técnica de proyeccion se logré identificar
tres grupos de clones, y cada grupo se puede identificar con el color asignado por
el programa luego de calcular la distancia entre los genotipos, los valores
correspondientes se pueden apreciar en la tabla 9 y la proyeccion en la figura 8.
Con la distancia de Mahalanobis se permiten la asignacién de genotipos en grupos,
de manera que haya una maxima homogeneidad dentro de los grupos y una maxima
heterogeneidad entre los grupos. Por lo tanto, se pudo identificar genotipos con
frecuencia alélica contrastante para diferentes rasgos, los cuales se pueden
hibridar, lo que aumenta la probabilidad de seleccionar segregantes transgresivas

en poblaciones de dichos cruzamientos (Maluf y Miranda 1983; Cruz et al., 2012).

Tabla 9. Clones y distancias genéticas calculadas por el método K means.

COORDENADA ESTIMADA

ORDEN CLONES DISTANCIA CLONES x (i) y (i)

1 16 L020 0,0 1 1286,20 0,0

2 1 LO03 1286,20 2 1070,36 72,48
3 23 L027 1436,17 3 1257,93 118,27
4 84 L102 1997,09 4 1026,10 89,30
5 86 L114 2821,32 5 813,58 66,39
6 4 LO08 3020,11 6 915,91 115,19
7 87 MORITAII 3486,27 7 819,54 39,15
8 78 L092 4030,44 8 723,20 37,59
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9 55 LO65 4147,54 9 622,02 97,36
10 52 L062 4195,79 10 941,48 70,27
11 21 L025 4285,58 11 993,31 121,47
12 83 L100 4585,44 12 1094,05 11,48
13 31 LO36 4717,15 13 988,78 106,53
14 71 L082 5101,23 14 1010,13 78,45
15 27 L031 5254,10 15 821,32 103,83
16 42 L049 5637,20 16 0,0 0,0
17 24 L028 5699,96 17 879,32 163,87
18 12 LO16 5979,34 18 654,05 12,30
19 63 LO73 6150,02 19 659,38 -26,13
20 a7 LO56 6570,93 20 724,87 108,19
21 48 LO57 6538,85 21 868,99 181,39
22 44 L052 6790,26 22 773,19 136,32
23 53 LO63 7037,52 23 917,63 295,20
24 75 L087 7234,99 24 691,75 86,05
25 77 L0889 7461,49 25 965,76 -7,85
26 25 L029 7653,64 26 979,24 89,15
27 57 LO67 7840,55 27 787,75 155,65
28 9 LO013 8102,59 28 797,56 91,93
29 56 LO66 8358,96 29 883,17 115,98
30 64 LO74 8338,56 30 859,54 -13,06
31 19 L023 8525,08 31 1285,36 21,83
32 3 LO06 8728,56 32 1049,62 22,41
33 58 LO68 8843,14 33 1048,29 27,67
34 36 LO41 9082,60 34 947,67 60,13
35 73 LO85 9292,64 35 1084,74 -56,12
36 59 L069 9430,21 36 1245,35 44,30
37 38 L045 9595,16 37 713,99 48,49
38 8 LO12 9767,92 38 925,32 -22,41
39 76 LO88 9943,74 39 629,90 78,21
40 22 L026 10128,41 40 886,25 -45,18
41 39 L046 10115,63 41 872,84 35,78
42 81 L097 10452,09 42 1095,44 26,45
43 35 LO40 10550,75 43 1112,57 43,53

60




44 30 LO35 10354,84 44 826,52 -2,80
45 43 LO51 10450,41 45 933,75 -31,37
46 29 L034 10480,60 46 1013,85 56,79
47 32 LO37 10704,15 47 658,19 0,766
48 70 L081 10802,56 48 1166,68 150,22
49 49 L059 10861,84 49 827,84 92,94
50 40 L047 11070,55 50 1112,60 133,18
51 45 L054 11066,83 51 1025,70 53,34
52 60 LO70 11248,70 52 1258,17 53,84
53 69 LO79 11398,47 53 735,04 124,49
54 67 LO77 11379,55 54 1115,41 98,89
55 82 L098 11526,91 55 1187,53 117,62
56 79 L094 11595,02 56 984,97 171,01
57 20 L024 11756,72 57 983,90 -52,04
58 34 L039 11646,73 58 699,89 137,20
59 80 L096 11839,69 59 891,63 143,11
60 68 LO78 11975,89 60 820,89 93,49
61 17 L021 11912,76 61 868,95 32,57
62 13 L017 11886,71 62 1190,13 136,39
63 72 L083 11826,72 63 957,55 73,61
64 18 L022 11898,02 64 1135,70 30,24
65 85 L113 12032,42 65 767,11 117,48
66 50 L060 12135,68 66 971,23 46,48
67 65 LO75 12176,19 67 863,71 20,66
68 62 LO72 12214,77 68 945,82 -45,97
69 11 LO15 12044,12 69 898,25 -36,22
70 33 LO38 12073,70 70 667,03 75,67
71 74 L086 12075,98 71 570,09 160,27
72 5 LO09 12132,87 72 974,14 -25,09
73 26 LO30 12039,44 73 628,25 108,44
74 37 L044 12034,92 74 1034,33 142,33
75 14 LO18 12006,98 75 920,71 102,27
76 6 L010 12027,56 76 910,21 -23,08
77 54 LO64 11980,39 77 808,49 36,52
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78 15 LO19 11950,93 78 1133,70 36,09
79 28 L032 11900,47 79 1199,47 32,59
80 61 LO71 11904,24 80 680,01 83,07
81 46 LO55 11764,14 81 1027,71 102,84
82 2 LO05 11608,03 82 852,18 -84,32
83 51 L061 11593,96 83 848,97 107,39
84 7 LO011 11567,33 84 289,35 -633,74
85 41 L048 11580,05 85 765,25 -57,25
86 66 LO76 11559,66 86 1256,16 97,28
87 10 L014 11073,89 87 299,95 29,50
Y
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Figura 8. Proyeccion de agrupamiento 2D de 87 clones de Stevia rebaudiana por
método de agrupamiento K means.
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En el grupo |, representado por el color rojo, se encuentran los genotipos L020 y
L102. Este grupo presenta la mayor altura de planta, grosor del tallo, nUmero de
nudos, mayor tamafio de hoja y capacidad vegetativa, esta informacioén se puede

corroborar en la tabla 10.

El grupo 1l de color morado, esta representado por 45 genotipos L098, Morita I
L113, L023, LO22, L082, L027, LO31, LO25, L021, LO69, L085, L044, L012, LO87,
L026, LO75, LO24, L0O13, LO56, LO09, L0447, LO52, LO35, LO10, L034, L063, L068,
L0811, LO11, LO89, L096, L028, LO79, L088, LO77, L048, L074, L032, L029, LO13,
L0O19, LO56, L100, L046, L0O59; estos se caracterizan por presentar el mayor nimero

de ramas primarias, lo que favorece la produccién de biomasa.

El grupo lll representado por el color verde, se agrupan 40 genotipos L040, L067,
LO78, LO29, L0O83, LO03, L036, L062, L0421, L114, LO06, LO72, LO65, LO57, LO60,
LO64, L094, LO66, L086, LO15, LO17, LO30, LO76, LO73, LO39, L097, LO08, LO05,
L018, LO51, LO16, LO54, L014, L037, L038, L061, L0O55, L092, LO49 y L0O45. Siendo
el grupo mas desfavorable al considerar los datos de la tabla 10, ya que presentan
los menores valores en todos los caracteres: de altura de la planta, nUmero de
nodos, grosor del tallo, tamafio de la hoja, capacidad de propagacion vegetativa y
tasa de rendimiento seco; por lo que no poseen ventajas agronémicas.

Tabla 10. Descriptores cuantitativos para 87 clones de S. rebaudiana agrupados
por el método K means.

DESCRIPTOR GRUPO CRCD- Singh (1981) *
Gl (2) Gll (45) GlllI (40) SYNEN) Valor (%)
Altura de la planta 1149+6,5 | 465+11,7 38,1+51 87167,397346 11,01
Ndmero de ramas 16,4 +0,3 18,1+3,3 15,3+2,8 4626,780763 0,584
primarias
Grosor del tallo 85+0,6 536+1,7 39+09 130246,083246 16,45
Numero de nudos 242 +54 17946 12,9+ 3,6 177877,768556 22,47
Tamafio de la hoja 9,1+0,9 53+1,3 50+1,3 76914,4395 9,719
Capacidad de 75,0+ 0,0 61,7+ 12,6 54,6 £ 9,6 216387,238899 27,34
propagacion vegetativa
Tasa de rendimiento 23,0+7,9 4,81,+1893,3 | 4,3+27 98157,345831 12,40
seco

GI: L020, L102; GlI: Morita I, L098, L113, L023, L022 ,L082, L027,L031, L025, L021, L069, L085, L044, L012, L087, L026, LO75, L024, LO13, LO56, LO09, L047, LO52,
L035, LO10, L034, L063, L068, L081, L011, L089, L096, L028, LO79, L088, L077, L048, L074, L032, L013, LO19, LO56, L100, L046, LO59; GlII: L040, L067, LO78, LO29,
L083, L003, L036, L062,L041, L114, LO06, LO72, LO65, LO57, LO6O, LO64, L094, LO66, L086, LO15, L017, LO30, LO76, LO73, LO39, L097, LO08, L005, L018, L051, LO16,
L054, LO14, LO37, LO38, LO61, LO55, LO92, LO49, LO45 *CRCD: contribucion relativa de los caracteres a la diversidad, Valores en negrillas descriptores méas
discriminantes
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La contribucién relativa de cada rasgo a la diversidad genética, mostro que tres de
estos rasgos cuantitativos contribuyeron con 66,26% de divergencia genética entre
los genotipos (Tabla 10). Estas caracteristicas fueron capacidad de propagacion
vegetativa, que contribuyd con el 27,34%, nimero de nudos con el 22, 47% vy el
grosor del tallo, con el 16,45 %, lo que indica la existencia de variabilidad genética
para estas caracteristicas. Estos rasgos fueron mas eficientes para explicar la
disimilitud entre los genotipos y, por lo tanto, deben priorizarse al elegir los padres

para el futuro en programas de mejoramiento.

4.2.2 Andlisis cluster mediante método jerarquico. El andlisis de agrupamiento
jerarquico por el método de UPGMA, usando la distancia de GOWER, muestra
inicialmente la distancia entre los clones (Tabla 11). En esta se muestran los valores
maximo y minimo y aquellos genotipos involucrados en los distanciamientos. En
este sentido, la distancia genética maxima se obtiene con los genotipos mas
divergentes, en tanto que la distancia genética minima, se logra con los genotipos

mas similares (Lagos et al., 2003).

Tabla 11. Distancia de Gower entre 87 clones de Stevia rebaudiana.

N°  GENOTIPO Distancia entre genotipos
Menor distancia Mayor distancia

1 LO03 0,099325 68 0,57343 87
2 LO05 0,116548 66 0,48422 87
3 LO06 0,081291 74 0,518579 84
4 LO08 0,118787 10 0,468411 23
5 L009 0,089122 85 0,391463 71
6 LO10 0,134949 15 0,416996 84
7 LO11 0,112487 29 0,393454 36
8 L012 0,117118 11 0,469205 87
9 LO13 0,094319 30 0,516003 36
10 LO14 0,094008 32 0,422641 87
11 LO15 0,116436 21 0,50857 87
12 LO16 0,14512 32 0,401296 87
13 LO17 0,149783 43 0,485903 23
14 LO18 0,114509 10 0,456135 84
15 L019 0,101972 56 0,400703 36
16 L020 0,093695 84 0,525287 52
17 L021 0,103866 60 0.431614 87
18 L022 0,116991 60 0,455466 33
19 L023 0,123383 85 0,43267 78
20 L024 0,095252 67 0,413885 13
21 L025 0,116436 11 0,474035 30
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L029
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L032
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LO51
LO52
LO54
LO55
LO56
LO57
LO59
LO60
LO61
L062
LO63
LO64
LO65
LO66
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LO68
LO69
LO70
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LO75
LO76
LO77
LO78
LO79
LO81
LO82
LO83
LO85
LO86
LO87
LO88
LO89

0,08792
0,221351
0,161018
0,137117
0,132523
0,104571
0,097733
0,112487
0,094319
0,127112
0,094008
0,167002
0,151147
0,100974
0,131689
0,123824
0,145038
0,125195
0,123824
0,102027
0,121728
0,121997
0,196057
0,08792
0,109317
0,112815
0,155076
0,125914
0,084388
0,084388
0,137399
0,15115
0,119634
0,151147
0,101972
0,095838
0,167569
0,187883
0,103866
0,121254
0,121163
0,137647
0,102819
0,152258
0,116548
0,095252
0,099325
0,147895
0,16651
0,163439
0,135645
0,102261
0,081291
0,17403
0,126322
0,107436
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0,462414
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78 L092
79 L094
80 L096
81 L097
82 L098
83 L100
84 L102
85 L113
86 L114
87 Morita Il

0,143999
0,109317
0,102261
0,148452
0,126828
0,154263
0,093695
0,089122
0,140479
0,199395

54
46
73
69
41
3
16
5
36
16

0,546307
0,448752
0,433957
0,513025
0,475287
0,48566
0,632616
0,42406

0,615289
0,64555

84
87
52
87
63
84
52
75
87
36

*Los valores en negrillas corresponden a la distancia maxima y minima entre los clones

Con respecto a la distancia de Gower, se destacan los genotipos L041 y Morita Il

con el mayor valor de 0,64555, siendo los més diversos, ya que presentan valores

cercanos a 1. Por el contrario, los genotipos L0O06 y L086, resultaron ser los de

menor distancia con valor de 0,081291.

En la tabla 12 se detallan sus caracteristicas morfoagrondémicas de los clones mas

y menos divergente, segun la distancia de Gower.

Tabla 12. Genotipos mas y menos divergentes de S. rebaudiana, segun distancia

de Gower.

Genotipos mas divergentes Genotipos menos divergentes
Caracter Carécter

LO41 Morita Il LO06 L0886
TP Tipo |l Tipo I TP Tipo I Tipo Il
PAT Ausente Presente PAT Presente Presente
CPT Pocos Muchos CPT Pocos Pocos
FH Obovada Obovada FH Eliptica Eliptica
GH Delgado Muy grueso GH Medio Medio
CH Verde Verde CH Verde Verde
IMH Superficial Media IMH Superficial Superficial
CPH Nula Media CPH Nula Nula
TF Pequefa Media TF Pequefia Pequefia
CF Rojizo claro Blanco CF Blanco Blanco
VIGC Medio Alto VIGC Medio Medio
EIFC Muy temprana Muy tarde EIFC Intermedia Temprana
EIF Muy temprana Muy tarde EIF Intermedia Temprana
HR Medio Bueno HR Medio Bueno
HC Postrado Semierecto HC Postrado Postrado
PC Corto Largo PC Medio Medio
REST No susceptible No susceptible REST No susceptible No susceptible
AP 33,06 112,8 AP 32,43 31,63
NRP 12,4 27,6 NRP 12,4 12,3
GT 4,8 7,43 GT 2,4 4,36
NN 10,0 19,2 NN 14,3 15,9
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TH 4,1 8,93 TH 50 3,26
CpPV 50,0 75,0 CpPV 50,0 50,0
TRS 0,94 20,58 TRS 2,07 6,17

Los caracteres resaltados en negrilla son aquellos en los que se presentaron diferencias entre los genotipos.

La variedad Morita Il presentd mejores atributos en contraste con el genotipo L004,
en cuanto a la tasa de rendimiento seco, periodo de crecimiento largo, grosor del
tallo grueso, capacidad de propagacion vegetativa superior, habito de crecimiento
semierecto y destacando la etapa inicial de floracion tardia. Para el caso de los
genotipos menos divergentes presentaron diferencias con relacion a la etapa de
floracion, habito de ramificacion y notoriamente en el indice foliar el LO06 present6

mayor tamafo de hoja.
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Figura 9. Agrupamiento para 87 clones de Stevia rebaudiana con distancia de Gower método UPGMA.

GlI: Morita 11, L102, L020 GlI: Lo52 GlII: L075, L083, L048, L032, L061, L060, LO56, L046, L022, LO10, L070, L021, L088, L071, L098, L096, L085, L037, L014, L031, L018, L008, L034, L011, L081, LO66,
LO19, L1183, LO09, LO63, L028, L036, LO76, LOOS5, LO51, LO94, LO55, LO89, LO67, LO54, L026, L092, L064, L049, L059, LO72, L040, LO74, LO78, LOO3, L114, L041, LO38, L045, LO30, L047, L044, L012, LO25,
LO15, L027, L082, L029, L016, L077, L024 GIV: L068, L023, L065, L039, L017, L035, L013, L069, L087, L057, L100, L097, LO79, L062, L073, L086, LO06



Utilizando la distancia de Gower, los 87 clones de S. rebaudiana se agruparon en

cuatro clusteres, por el método UPGMA (Figura 9). Estos resultados indican que

existe una alta divergencia genética entre algunos de los genotipos.

Con base en los resultados del agrupamiento, se generaron cuatro grupos. El

primero agrupa 3 genotipos, el segundo 1 genotipo, el tercero 66 y el cuarto 17

genotipos. En la tabla 13 se relacionan sus caracteristicas cualitativas.

Tabla 13. Descriptores cualitativos determinados en 87 clones de Stevia

rebaudiana.
GRUPOS

DESCRIPTOR Gl (3) Gl (1) GllI (66) GIV (17)
Tipo de planta
| - - -
1 - 1 30 4
11 3 - 36 13
\Y% - - - -
V - -
\Y - -
Presencia de antocianinas en el tallo
Ausente 2 1 44 4
Presente 1 - 22 13
Cantidad de pubescencia en el tallo
Nulo - - -
Pocos - 1 31 6
Medio 1 - 27 11
Muchos 2 - 8 -
Formade la hoja
Eliptica 1 25 11
Rombica - - - -
Obovada 3 - 30 2
Aovada - - 3 1
Lanceolada - 8 3
Grosor de la hoja
Muy delgado - - -
Delgado - 1 1
Medio - 29 8
Grueso - 1 31 6
Muy grueso 3 - 5 2
Color de la hoja
Verde palido - 1 2 -
Verde 3 - 61 16
Verde oscuro - - 3 1
Incisién del margen de la hoja
Toda - 1 -
Superficial - 1 41 12
Media 3 - 24 5
Profunda - - - -
Muy profunda - -
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Cantidad de pubescencia en la hoja

Nula 1 23 11
Pequefa 1 41 6
Media 1 2 -
Abundante - - -
Tamafio de la flor

Pequena - 5 9
Media 2 30 4
Grande - 31 4
Color de laflor 17 7
Blanco 1 19 6
Rojizo claro 1 30 4
Pdrpura - - -
PUrpura rojizo -

Vigor de crecimiento

Bajo - 1 3
Medio - 25 8
Alto 3 40 6
Etapa inicial de floracion en ciernes

Muy temprana - 12 -
Temprana - 34 5
Intermedia - 19 6
Tarde - 1 6
Muy tarde 2 - -
Etapa inicial de floraciéon

Muy temprana - 12 -
Temprana - 34 5
Intermedia - 19 6
Tarde - 1 6
Muy tarde 2 - -
Habito de ramificacion

Pobre - - 1
Medio - 12 9
Bueno 3 54 7
Habito de crecimiento

Erecto 2 - -
Semierecto 1 21 3
Postrado - 45 14
Periodo de crecimiento

Corto - 21 -
Medio - 38 9
Largo 3 7 8
Resistencia a la enfermedad del tizon del sur

(Sclerotium rolfsii )

No susceptible 3 62 14
Débiles - 4 3
Medio - - -
Fuerte - - -
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Los clones del primer grupo, se caracterizan por presentar plantas tipo arbustivas,
con mucha pubescencia en el tallo, forma de la hoja obovada, tallo muy grueso,
color de la hoja verde, con un margen de incisicion de la hoja medio, tamafio de la
flor mediana y que se difirio en el color de la flor para el clon L102 rojizo claro
mientras que la variedad comercial Morita Il blanco, cabe resaltar que para el
genotipo LO20 no se tiene informacién de esta variable, ya que en el trancurso de la
investigacion no presento floracion. El vigor de crecimiento es alto, el habito de
ramificacion bueno, los clones L020 y L102 presentaron hébito de crecimiento
erecto y Morita Il con habito de crecimiento semierecto, las plantas de este grupo
tienen un periodo de crecimiento largo, no presentaron susceptibilidad a Sclerotium
rolfsii, lo cual convierte a este grupo con las mejores caracteristicas
morfoagronomicas para la seleccion de caracteres de interes agronomico. En
cuanto a la etapa inicial de floracion fue muy tardia en el clon L102 y Morita Il,
siendo un factor muy relevante y determinante debido a que el contenido de
compuestos edulcorantes en la estevia tiende a aumentar hasta el inicio de la
floracion, por lo que convierte como una caracteristica fundamental para los futuros

programas de mejoramiento de la estevia.

En el segundo grupo, se encuentra un unico clon el L052, quien presenta ausencia
de antocianina en el tallo y poca cantidad de pubescencia en el mismo, forma de la
hoja eliptica, el grosor del tallo grueso, color de la hoja verde palido, una incisién del
margen de la hoja superficial no presenta pubescencia en la hoja y el tamafio de la
flor es pequefa de color blanco, con una etapa de floracién tarde. El habito de

ramificacion es bueno, con un periodo de crecimiento largo y de habito semierecto.

El tercer grupo, las plantas se caracterizan por presentar diferentes tipos de hojas
la obovada la mas predominante, seguido de la eliptica, lanceolada y aovada en
menor proporcion, en algunas hay ausencia y presencia de antocianina en el tallo,
con un grosor de tallo medio y grueso, predominan las plantas con color de hoja
verde, siendo los clones L081, LO36 y LO61 de color verde oscuro, mientras que el
LO72 y LO47 verde pélido. Se encuentran distintos tamarfios en las flores, algunas

grandes, otras medianas y pequefias en menor medida. Ante la resistencia a
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Sclerotium algunas mostraron debilidad frente a esta enfermedad, tal el caso de
LO75, L0O31, LO76, LO89, lo cual sugiere que agronémicamente no son genotipos
deseables para programas de mejoramiento por lo que mantienen caracter
indeseable del parental. Sin embargo, los restantes no fueron susceptible a
Sclerotium rolfsii. En este conglomerado se encuentran los genotipos con la etapa
de floracion inicial muy temprana con periodos de crecimiento corto y mediano y en
mayor proporcion se presentan los clones con habito de crecimiento postrado y

algunos semierecto, lo que agronémicamente no es deseable.

Para el cuarto grupo, predominan las plantas con presencia de antocianina en el
tallo, con forma de hoja eliptica, se caracterizan por ser plantas con un vigor de
crecimiento medio al igual que la ramificacién. La gran mayoria presentan habito de
crecimiento postrado, un tamafio de flor en mayor proporcion pequenfia, pero algunas
muestran tamafio mediano y grande. Se pueden encontrar diferentes tipos de color
de la flor de plantas con flores blancas, otras rojizo claro y purpura. Para la etapa
inicial de floracion solo cinco presentan floracién temprana, seguido de floracion

intermedia y tardia en la misma proporcion.

Con base en las caracteristicas cualitativas discriminantes de esta investigacion se
corrobora la existencia de variabilidad genética en el banco de germoplasma de
Stevia rebaudiana de la Universidad de Cordoba, con rasgos de gran importancia
en floracion tardia, arquitectura erecta, vigor de crecimiento alto y plantas no
susceptibles a Sclerotium rolfsii, los cuales son (tiles para programas de
mejoramiento de esta especie, para una mayor disponibilidad de cultivares para los
productores, con el fin de asegurar el rendimiento en la progenie y de esta manera

mantener la ganancia genética a largo plazo.

Las variables cuantitativas de esta investigacion sugieren la presencia de alta
variacion entre los clones para todos los caracteres. A partir de los resultados, en la
tabla 14 se relacionan los valores de cada grupo, donde se identifican los genotipos

con potencialidades por su contribucion al rendimiento.

72



Tabla 14. Descriptores cuantitativos determinados en 87 clones de Stevia
rebaudiana.

GRUPO
DESCRIPTOR Gl (3) Gll (1) Glll (66) GIV (17)
Altura de la planta (cm) 114,21+ 4,74 39,60 42,24 + 6,02 39,46 + 7,73
Numero de ramas primarias (N°) 20,13 +6,46 17,90 17,17 £ 3,03 14,43 £ 2,68
Grosor del tallo (mm) 8,16 + 0,76 5,53 4,75+1,35 3,71 +1,36
Numero de nudos (N°) 22,50 £ 4,79 9,10 1552 +5,13 15,71 +£ 3,58
Tamafio de la hoja (cm) 9,05+ 0,65 5,03 5,17 +1,29 504 +1,24
Capacidad de propagacion vegetativa (%) 75,00 £ 0,00 75,00 54,55 + 9,72 67,65+11,74
Tasa de rendimiento seco (g) 22,18 +5,73 12,12 6,34 + 3,60 5,95+ 4,40

El grupo | es el mas interesante, donde estan los genotipos erectos de mayor altura,
los cuales presentan el mejor promedio de todos los grupos de 114,21+ 4,74cm en
AP, con mayor niumero de ramas, tamafio de hoja y grosor del tallo. Por tanto,
resultan significativamente valiosos al momento de evaluar o caracterizar rasgos de
interés para el mejoramiento de esta especie. Se ubican aqui la variedad Morita Il y
los clones L102 y L020, este ultimo con excelentes rendimientos en biomasa seca
del 28,55¢g superando a la variedad comercial, rasgo de gran importancia ya que los
estudios revelan que los principios activos dependen en gran medida de la biomasa
total (Flores Gonzéalez, 2019). En este contexto, cabe resaltar que este clon no
florecio, partiendo de que periodos de floracion mas tardios permiten mayor tiempo
de acumulacion de glucésidos (Ceunen y Geuns 2013).

Tabla 15. Datos cuantitativos mostrados por clones del grupo I.

GENOTIPO AP NRP GT NN TH CPV TRS
(cm) (N°) (mm) (N°) (cm) (%) (9)

Morita Il 112,80 27,60 7,43 19,20 8,93 75,00 20,58

L102 119,50 16,60 8,10 20,30 9,76 75,00 17,42

L020 110,33 16,20 8,96 28,00 8,46 75,00 28,55

MEDIA 114,21 20,13 8,16 22,50 9,05 75,00 22,18
DESV. E 4,74 6,46 0,76 4,79 0,65 0,00 5,73

AP= Altura de la planta, NRP= Numero de ramas primaria, GT= Grosor del tallo, NN= Numero de nudos, TH= Tamafio de la
hoja, CPV= Capacidad de propagacion vegetativa, TRS= Tasa de rendimiento seco.
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El grupo I, esta representado por un solo clon el LO52 (Tabla 16), el cual presenta
caracter incidente en altura de planta de 39,60cm con respecto al demas grupo. Sin
embargo, la capacidad de propagacion vegetativa es buena con un 75% que se ve
reflejada en los rasgos de numero de ramas primarias de 17,90 y tasa de
rendimiento seco del 12,12 g/planta.

Tabla 16. Datos cuantitativos mostrados por clones del grupo Il.

GENOTIPO AP NRP GT NN TH CPV TRS
(cm) (N°) (mm) (N°) (cm) (%) (9)
LO52 39,60 17,90 5,53 9,10 5,03 75,00 12,12

AP= Altura de la planta, NRP= Numero de ramas primarias, GT= Grosor del tallo, NN= Numero de nudos, TH= Tamario de la
hoja, CPV= Capacidad de propagacion vegetativa, TRS= Tasa de rendimiento seco.

La tabla 17 muestra los valores del grupo Ill, el cual es el mas amplio. Estos
presentan las tasas de rendimientos seco mas mas bajas, representado por los
clones: L041 de 0,94 g, LO16 de 1,02 g, LO38 de 1,05 g, LO0O3 de 1,21 g, LO74 de
1,39 g, LO15 de 1,66 g, LO72 de 1,89 g, LO25 de 1,90 g, L0O64 1,91 g y LO36 de
1,99¢.

Tabla 17. Datos cuantitativos mostrados por clones del grupo lll.

GENOTIPO AP NRP GT NN TH CPV TRS
(cm) (N°) (mm) (N°) (cm) (%) (9)
LO75 41,03 14,60 4,30 21,10 5,36 50,00 10,15
L083 43,03 16,90 4,10 9,50 6,10 50,00 8,35
L 048 42,13 20,30 4,06 13,40 5,80 50,00 10,42
LO32 43,56 16,00 5,33 20,20 4,86 50,00 6,19
L061 40,16 12,80 4,06 13,00 4,50 50,00 4,95
L060 37,96 14,20 3,33 15,70 3,60 50,00 3,88
LO56 57,43 18,30 8,50 17,90 5,13 50,00 9,07
L046 47,03 14,90 6,46 21,00 4,83 50,00 14,58
L022 50,30 14,50 5,43 18,40 6,40 75,00 7,41
LO10 45,16 18,20 3,53 19,90 4,66 50,00 3,35
LO70 53,23 16,70 3,06 20,70 5,36 50,00 7,96
L021 39,53 18,20 4,26 20,10 3,30 50,00 8,99
L08S 42,06 14,50 3,40 9,90 5,76 75,00 9,25
LO71 45,90 18,70 3,73 13,30 5,10 50,00 11,38
L098 52,36 20,90 5,26 9,60 6,66 50,00 8,70
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LO96
LO85
LO37
LO14
LO31
LO18
LOO8
LO34
LO11
LO81
LO66
LO19
L113
LO09
LO63
LO28
LO36
LO76
LOO5
LO51
L094
LO55
LO89
LO67
LO54
LO26
L092
LO64
L049
LO59
LO72
L040
LO74
LO78
LOO03
L114
LO41
LO38
LO45
LO30

48,20
46,63
33,93
37,80
44,33
39,86
29,13
37,53
35,76
41,60
39,73
42,80
55,46
45,76
52,76
38,76
38,46
39,86
35,80
37,93
40,40
40,90
38,76
45,20
38,96
34,56
32,53
32,66

40,96
46,90
32,13
49,93
41,96
46,33
34,23
34,66
33,06
40,63
49,03
43,83

16,80
20,50
17,20
18,10
16,40
20,40
11,40
14,50
17,20
21,10
14,30
16,50
22,40
15,60
20,60
17,10
15,30
13,50
13,60
13,00
15,10
13,20
19,20
14,80
17,20
18,90
11,60
14,40

17,30
17,30
16,60
19,30
15,30
15,40
12,50
14,70
12,40
20,50
19,60
18,60

5,10
6,10
5,66
4,36
6,16
3,53
3,53
3,50
5,50
5,96
2,43
4,43
6,33
4,56
6,30
7,73
3,80
3,46
3,80
3,83
3,36
3,60
7,83
3,16
5,46
4,43
6,26
4,43
3,36
4,20
3,56
5,06
4,43
5,06
3,50
3,36
4,80
5,40
4,43
3,60

75

21,70
21,50
9,70
16,00
25,60
16,00
19,20
19,00
15,60
20,60
20,50
20,40
13,00
19,40
24,80
21,50
9,10
13,60
13,70
9,60
10,40
12,90
17,40
9,30
9,30
20,90
9,20
14,30
9,20
18,80
14,70
9,20
9,30
9,40
9,50
9,50
10,00
12,60
9,40
17,80

5,26
3,26
4,83
6,06
5,16
6,40
9,60
4,86
6,20
6,50
5,26
5,53
6,26
6,63
5,96
7,23
3,60
5,83
5,30
4,00
4,90
4,43
7,36
7,40
5,70
7,56
3,60
4,60
3,90
3,10
4,53
5,43
3,30
5,16
4,43
2,60
4,10
5,50
4,23
5,76

50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
75,00
75,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00

50,00
75,00
75,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00
50,00

11,72
6,17
5,79
4,67
4,04
3,73
2,93
5,16
4,65

13,09
6,12
6,48
7,30
5,07
3,44
8,31
1,99
6,75
3,57
7,14
2,70
6,78
3,00
9,09
9,19

10,74
3,40
191
5,37
6,30
1,89
1,39
5,46
7,51
1,21
5,89
0,94
1,05

12,07
2,91



LO47 46,03 23,50 5,30 9,50 5,70 50,00 10,66

L044 51,93 21,00 4,33 17,60 5,26 50,00 13,80
LO12 46,53 20,00 7,73 19,40 6,30 50,00 5,15
L025 41,86 21,90 7,70 21,50 4,26 50,00 1,90
LO15 39,40 18,10 4,70 18,60 4,56 50,00 1,66
LO27 47,63 24,70 4,30 27,40 2,90 75,00 1,85
LO82 43,53 20,30 7,43 22,20 7,00 75,00 14,09
L029 47,20 21,20 4,36 9,30 3,83 75,00 7,10
LO16 39,66 20,40 5,30 9,50 4,03 75,00 1,02
LO77 45,80 15,30 3,60 12,90 4,03 75,00 9,23
L024 37,73 17,80 4,73 19,40 4,83 75,00 10,48
MEDIA 42,24 17,17 4,75 15,52 5,17 54,55 6,34
DESV. E 6,02 3,03 1,35 5,13 1,29 9,72 3,60

AP= Altura de la planta, NRP= Numero de ramas primarias, GT= Grosor del tallo, NN= Numero de nudos, TH= Tamario de la
hoja, CPV= Capacidad de propagacion vegetativa, TRS= Tasa de rendimiento seco.

Tabla 18. Datos cuantitativos mostrados por clones del grupo IV.

GENOTIPO AP NRP GT NN TH CPV TRS
(cm) (N°) (mm) (N°) (cm) (%) (9)
LO68 45,16 13,90 3,56 22,10 5,26 75,00 11,13
L023 56,03 20,90 4,36 13,20 6,10 75,00 16,12
LO65 28,26 13,00 2,70 13,90 4,53 75,00 2,04
L039 37,90 13,90 3,70 14,90 5,50 75,00 3,18
LO17 35,83 13,00 3,73 17,90 6,26 50,00 3,21
LO35 51,63 15,30 3,43 14,70 6,70 75,00 3,63
LO13 50,43 20,90 8,20 21,30 4,43 75,00 7,36
L069 34,60 12,00 3,60 20,70 5,20 75,00 3,93
L087 44,33 16,00 3,26 14,80 2,50 75,00 9,52
LO57 36,06 15,20 2,43 17,70 5,10 50,00 2,00
L100 38,23 13,50 2,66 12,80 5,86 75,00 14,58
L097 37,53 14,00 3,10 16,20 4,26 75,00 2,71
LO79 42,36 13,90 5,06 10,00 4,96 75,00 5,73
L062 34,83 12,70 3,30 9,30 3,46 50,00 4,73
LO73 33,50 12,40 3,16 17,40 7,23 75,00 3,09
L086 31,63 12,30 4,36 15,9 3,26 50,00 6,17
LO06 32,43 12,40 2,40 14,30 5,00 50,00 2,07
MEDIA 39,46 14,43 3,71 15,71 5,04 67,65 5,95
DESV. E 7,73 2,68 1,36 3,58 1,24 11,74 4,40

AP= Altura de la planta, NRP= Numero de ramas primarias, GT= Grosor del tallo, NN=Numero de nudos, TH= Tamafio de la
hoja, CPV= Capacidad de propagacion vegetativa, TRS= Tasa de rendimiento seco.
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El grupo 1V, presenta el promedio menor de grosor de tallo de 3,71mm (Tabla 18)

siendo el clon LO06 quien muestra el valor de GT mas bajo de 2,40mm.

Las caracteristicas cuantitativas de esta investigacion, permitié identificar genotipos
superiores en rendimiento con respecto a la variedad comercial Morita Il, siendo el
clon LO20 y L102 con rasgos favorables para el mejoramiento genético de la
especie, a su vez todos los clones presentaron una capacidad de propagacion
vegetativa buena del 50% en adelante, caracteristica importante ya que permite
plantaciones uniformes y con gran capacidad de enraizamiento, factor relevante en

la nutricién vegetal de las plantas.

4.3. OBJETIVO 3. DETERMINAR LA EFICIENCIA DEL INTERCAMBIO
GASEOSO DE CINCO GENOTIPOS DE ESTEVIA CON BASE EN SU
PRECOCIDAD A FLORACION.

4.3.1 El intercambio de gases. Con el analizador de gases infrarrojo portatil de flujo
abierto (LI-6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE, EE. UU.) se pudo determinar los
parametros fisiol6gicos de los genotipos seleccionados a partir de su etapa inicial
de floracion (L102-EIF muy tardio 121 dias, LO57-EIF intermedia 61 a 80 dias, L082-
EIF muy temprana de 0-40 dias, Morita IlI- testigo 121 dias y L020 no florecio) (Figura
10).

En cuanto a la fotosintesis neta (AN), el genotipo L102 present6 el mayor valor de
74 % de AN= 23,9 uymol CO 2 metro 2 s ~ superior al genotipo Morita Il con AN =
13,8 ymol CO 2 m 2s 71 que representa el 28 %. Ademas, el resto de los clones
mostraron superioridad al testigo Morita Il con valores de AN (46 % = 20,1 pmol
CO2m2sten L0O57, 40 % = 19,3 ymol CO2m 2?sten LO20y 28 % = 17,6
pumol co2m “2s "1 en L082), esto indica que hay una mayor optimizacién de la
fotosintesis la cual podria estar relacionada con el area foliar producida, que mejora

la intercepcion y utilidad de la luz (Toth et al., 2002; Jarma et al., 2006).

La conductancia estomatica (gs), mostro un patron similar a AN (Figura 10),
con los siguientes incrementos: Morita Il (341 ymol H20 m “ts 1), L082 (773.1
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pumolH20m s 1) L057 (788,2 umolH20m "*s 1)y L102 (961,5 mmolH 2 O
m ~1s 1) Por tanto, la apertura de las estomas provoca captura de COz2, asi como
el agua que se pierde en la atmédsfera, que tiene un potencial hidrico
extremadamente negativo. Entonces, en estos contextos, el mejor genotipo es el
que es mas capaz de asegurar la fotosintesis con una apertura estomatica baja o
muy baja, descrita por la eficiencia intrinseca del uso del agua. (Mendoza, 2002;
Cano Martin, 2015). El genotipo L020 mostré una gs de 239.4 pymolH20 m s~
1 0 30% menos que la medida en la variedad comercial Morita II.

Para el estudio de genotipos elites especificos, las caracteristicas de intercambio
gaseoso mas utilizadas son fotosintesis neta y conductancia estomatica. En este
sentido en Stevia rebaudiana el AN total generalmente se conecta para producir
mas é&rea foliar y, por lo tanto, mas material biol6gico para producir glucésidos de
esteviol. Algunos autores como (Arradaza et al., 2019, Jarma Orozco et al., 2012;
Gomes, et al., 2018;) lo han evidenciado en la promocion del rendimiento foliar
mientras que (Truong et al., 1999, Singh et al., 2020; Rivera-Avilez et al., 2021;
Hernandez et al., 2022) en retraso floral, ya que las plantas con un periodo de
floracién largo tardan mas tiempo en vegetar asi que dedican toda la energia

gastada al crecimiento de la parte aérea, para mayor acumulacion de materia seca.
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Figura 10. Intercambio gaseoso de cinco genotipos de Stevia rebaudiana.

(Morita 1I, LO20, LO57, L082 y L102). A. Fotosintesis neta (AN), B. Conductancia estomatica (gs), C.
Eficiencia intrinseca del uso del agua (WUEiI), D-E. Transpiracion, E. Relacion Ci:Ca y F. Déficit de
presion de vapor (VPD). Las medias seguidas de letras diferentes denotan significacion estadistica
(p <0,001). Medias (xDE) (n = 5).

Con respecto a la eficiencia intrinseca del uso del agua (WUEI), el genotipo L020
muestra una dos veces mayor (80,8 mmol CO 2 mmol 1H20 m 2s 1) que las
medidas en el testigo Morita Il (40,3 mmol CO 2 mmol *H20 m ?s~1). Para el
caso de LO57, L102 y LO82 mostraron una WUEi de 36,7 % (25,5 mmol
CO2mmol TH20m ?s™1),384 % (24,9 mmolCO2mmol TH20m 2s 1)y
43.6% (22.7 mmol CO 2 mmol *H20 m 2 s 1) menor que el genotipo Morita II,

por lo que este patron convierte al LO20 en el mejor genotipo en términos de
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eficiencia intrinseca del uso del agua (Medrano et al., 2007).

79

L102

1200

1000

800

600

r 400

r 200

*x

>

E (mmol H,0 mi*§")

8. (umol H,O m2s")

VPD (kPa)



La transpiracion (E), el clon LO82 tuvo un valor de E de 1,2 mientras que el L102 E
de 1,6 y LO57 mostro un valor de E del,9 mayor que los del genotipo Morita Il. Por
otra parte, el genotipo L020 mostré una E 36% menor que la medida en el genotipo
Morita Il. Esta caida en E, al disminuir la transpiracion y llevar pérdida de calor
latente por evaporacion, podria conducir a un aumento en la temperatura de la hoja.
Para el déficit de presion de vapor (VPD), los genotipos L057, L120 y L0O82 tuvieron
un VPD respectivo de 1.2% (p= 0.394), 34% y 39% mayor que el genotipo Morita Il,
mientras que el genotipo L0O20 mostré un VPD 12.6% menor. Con relacion a esto,
cabe sefialar que el aumento de VPD conduce, en consecuencia, a una disminucién

tanto de An como de gs.

En cuanto a la fuerte interaccion negativa entre Any g s (-0.970; p = 1.40 10 %°),
hay que entender que en condiciones normales, la mayor pérdida de electrones es

la fotosintesis que consume CO:2 (Figura 11).

14 @® Morita Il
Y=-0,0039x +9,3621 © L1020
12 O L057
® 1082
10 4 ® L102
2z R® = 0.824
S 8 0.0005
B &
| e
4
2

0 200 400 600 800 1000 1200

. (umol H,O nf:(])
Figura 11. Regresion entre la relacidon de la tasa de transporte de electrones (ETR)
y la fotosintesis neta (AN) vs la conductancia estomatica (gs).

El genotipo L102 tiene un mayor uso de ETR para Prorte ; Sin embargo, este patron
€S un proceso que consume agua, porque el mayor uso de electrones para la

fotosintesis se realiza con un maximo de gs. Contradiciendo este patron,
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observamos que el genotipo Morita Il tiene la menor eficiencia en el uso de
electrones para Pn ( Figura 11); sin embargo, este patron muestra un proceso que
consume menos agua. El genotipo L020, por su parte, mostr6 una mediana
eficiencia de uso de electrones a expensas del proceso consumidor de agua que el
genotipo Morita Il. Tanto LO57 como L082 tienen una eficiencia mediana de
electrones para P n, similar al genotipo L020, pero con un proceso de consumo de
agua analogo al del genotipo L102.

Morita 11

L0882
L102

L0200

z

e
ﬁ LO57
x

CiCa L B
VPD *
ETR E

Figura 12. Mapa de calor de variables fisiolégicas en los cinco genotipos de Stevia

rebaudiana. Los valores representan medias + SE (SNK; p <0,05) de cinco réplicas biol6gicas. Un asterisco
(*) indica que los valores de otras muestras son significativamente diferentes de los controles.

El mapa de calor (Figura 12), es una técnica ampliamente utilizada para comparar
perfiles contra un patrén. Como este estudio tuvo como objetivo caracterizar los
clones y compararlos con la variedad Morita Il, la técnica del mapa de calor
proporciona los resultados mas interesantes. El andlisis directo del mapa de calor
muestra que el genotipo L020 tiene un An mas alto, un WUEI fuerte (Figura
12). Estas caracteristicas se traducen en un rendimiento muy impresionante en
masa seca, lo que lleva a un aumento putativo en la produccion total de estevidsidos
por planta. Por otro lado, el genotipo L120 presenta mayor AN en relaciéon a los
genotipos Morita Il y LO20; sin embargo, esto se logra mediante aumentos tanto en

g sy T, que hacen que el genotipo sea muy ineficiente en el uso del agua (WUEiI).
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En este sentido, la acumulacion de 2,5 veces H20:2 podria interpretarse como una
estrategia de sefializacidén celular mas que como consecuencia de un proceso de
estrés. Los genotipos LO57 y L082, a su vez, mostraron un An intermedio entre los
genotipos L020 y L120, a expensas de un fuerte aumento engs y T vy, en

consecuencia, una disminucion significativa en WUEiI.
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5. CONCLUSIONES

Los 87 clones del banco de germoplasma de estevia de la Universidad de Cordoba

exhibieron una amplia variabilidad en forma de la hoja y etapa inicial de floracion.

Se identificaron variables discriminantes en cuanto a: altura de la planta, etapa
inicial de floracion en ciernes, tamafo de la flor, tipo de planta, presencia de
antocianina en el tallo, numero de nudos, resistencia a la enfermedad Sclerotium
rolfsii e incision del margen de la hoja, rasgos favorables para mejoramiento en

seleccién clonal.

Los caracteres cuantitativos que contribuyeron con la divergencia genética entre los
genotipos fueron capacidad de propagacion vegetativa, nimero de nudos y el grosor

del tallo para lograr una alta ganancia genética en la especie.

El clon L102 y L020 presentaron caracteristicas agronémicas deseables que
responden a las necesidades de la region, siendo el genotipo L020 con
caracteristicas de élite como alta eficiencia en el uso del agua, no floracion y
excelente produccion de biomasa, el cual puede ser utilizado para la liberacion de
nuevos cultivares de estevia que satisfagan las demandas de productores y

consumidores, previa a la realizacion de Pruebas de Evaluacion Agronémicas.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de adaptabilidad y estabilidad fenotipica a largo plazo de los
clones LO20 y L102, para estudiar su zonificacion por productividad y rendimiento,

qgue puedan ser utilizados directamente por los productores regionales.

Profundizar sobre andlisis filogenético molecular de estos genotipos que nos
permitan conocer con mayor exactitud la similitud y la distancia genética entre los
grupos y asi obtener un perfil genético que permita determinar el nivel de

variabilidad entre la poblacién estudiada.

Determinar los perfiles de esteviésidos individuales y totales, toda vez que los
programas de mejoramiento buscan genotipos elites con concentraciones altas de

estevidsidos en particular RebA.
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ANEXO 1. Analisis quimico del suelo.
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ANEXO 2. Mapa de campo y distribucion de los clones en el experimento.
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ANEXO 3. Medias de caracteres cuantitativos en 87 clones de Stevia rebaudiana.
CLON AP (cm) NRP (N°) | GT (mm) NN (N°)
L003 34.23 Imnopgrstu 12.5 def 3.5 opqrstuvx 9.5 vxzAB
L005 35.8 jkimnopgrstu 13.6 cdef 3.8 mnopqrstu 13.7 grs
L0O06 32.43grstu 12.4 def 2.4 x 14.3 opqr
L008 29.13tu 11.4f 3.53 nopgrstuvx 19.2 defghijk
L009 45.76 bedefghijkimnopgrs | 15.6 bedef 4.56 hijkimnopq 19.4 defghi
L010 45.16 bedefghijkimnopgrs | 18.2 abcdef 3.53 nopgrstuvx 19.9 defgh
LO11 35.76 jkimnopgrstu 17.2 bcdef 5.5 efghi 15.6 Imnopgr
L012 46.53 bedefghijklmnopqr 20.0 abcdef 7.73 abc 19.4 defghij
L013 50.43 bcdefghi 20.9 abcdef 8.2 ab 21.3 def
LO014 37.8 hijkimnopgrstu 18.1 abcdef | 4.36 ijkimnopqrs 16.0 ijkimnopgr
LO15 39.4 efghijklmnopqrstu 18.1 abcdef | 4.7 ghijkimnop 18.6 defghijkl
L016 39.66 efghijkimnopqgrstu 20.4 abcdef 5.3 efghijk 9.5 vxzAB
LO17 35.83 jkimnopqrstu 13.0 def 3.73 nopgrstu 17.9 fghijklmn
L018 39.86 efghijkimnopqgrstu 20.4 abcdef 3.53 nopgrstuvx 16.0 ijkimnopqr
L019 42.8 cdefghijkimnopqgrst 16.5 bcdef 4.43 hijklmnopgr 20.4 defgh
L020 110.33 a 16.2 bedef 8.96 a 28.0a
L021 39.53 efghijkimnopgrstu 18.2 abcdef | 4.26 ijkimnopqrst 20.1 defgh
L022 50.3 bcdefghi 14.5 bedef 5.43 efghij 18.4 efghijkim
L023 56.03 bc 20.9 abcdef 4.36 ijkimnopgrs 13.2 grstu
L024 37.73 hijkimnopgrstu 17.8 abcdef 4.73 ghijkimno 19.4 defghi
L025 41.86 cdefghijkimnopgrstu | 21.9 abcde 7.7 abc 21.5 cde
L026 34.56 Imnopgrstu 18.9 abcdef | 4.43 hijkimnopqr 20.9 defgh
L027 47.63 bcdefghijkim 24.7 ab 4.3 ijkimnopgrst 274 a
L028 38.76 fghijkimnopqrstu 17.1 bedef 7.73 abc 21.5 cde
L029 47.2 bcdefghijklmn 21.2 abcdef 4.36 ijkimnopgrs 9.3 ZAB
L030 43.83 bedefghijkimnopqrs | 18.6 abcdef 3.6 nopgrstuvx 17.8 fghijkilmno
L031 44.33 bedefghijkimnopgrs | 16.4 bedef 6.16 def 25.6 ab
L032 43.56 bedefghijkimnopgrst | 16.0 bedef 5.33 efghijk 20.2 defgh
L034 37.53 hijkimnopqgrstu 14.5 bedef 3.5 opqrstuvx 19.0 defghijkl
L035 51.63 bcdefgh 15.3 bedef 3.43 pgrstuvx 14.7 nopqr
L036 38.46 fghijkimnopqrstu 15.3 bedef 3.8 mnopqrstu 91 B
L037 33.93Imnopgrstu 17.2 bedef 5.66 efgh 9.7 uvxzAB
L038 40.63 efghijklmnopqrstu 20.5 abcdef 5.4 efghij 12.6 rstuvxzA
L039 37.9 hijklmnopgrstu 13.9 cdef 3.7 nopgrstuv 14.9 mnopqr
L040 49.93 bcdefghij 19.3 abcdef 5.06 fghijkim 9.2 AB
L041 33.06 nopgrstu 12.4 def 4.8 ghijkimn 10.0 tuvxzAB
L044 51.93 bcdefgh 21.0 abcdef | 4.33 ijkimnopqrst 17.6 ghijkimno
L045 49.03 bcdefghijk 19.6 abcdef | 4.43 hijkimnopqr 9.4 xzZAB
L046 47.03 bcdefghijklmno 14.9 bedef 6.46 cde 21.0 defg
L047 46.03 bedefghijkimnopgrs | 23.5 abc 5.3 efghijk 9.5 vxzAB
L048 42.13 cdefghijklmnopgrstu | 20.3 abcdef | 4.06 kimnopgrst 13.4 grst
L049 40.96 efghijkimnopgrstu 17.3 bedef 3.36 grstuvx 9.2 AB
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LO51 37.93 ghijkimnopgrstu 13.0 def 3.83 Imnopqrstu 9.6 vxzAB
L052 39.6 efghijkimnopgrstu 17.9 abcdef 5.53 efghi 9.1B

L054 38.96 efghijkimnopgrstu 17.2 bedef 5.46 efghij 9.3 zAB

LO55 40.9 efghijkimnopqrstu 13.2 cdef 3.6 nopgrstuvx 12.9 grstuvx
L056 57.43Db 18.3 abcdef | 8.5ab 17.9 fghijkimn
LO57 36.06 ijkimnopgrstu 15.2 bedef 2.43 vx 17.7 fghijkimno
L059 46.9 bcdefghijkimnop 17.3 abcdef | 4.2 jkimnopqrst 18.8 defghijkl
L060 37.96 ghijkimnopgrstu 14.2 cdef 3.33 grstuvx 15.7 kimnopqr
LO61 40.16 efghijkimnopgrstu 12.8 def 4.06 kimnopgrst 13.0 grstuv
L062 34.83 kimnopgrstu 12.7 def 3.3 grstuvx 9.3zAB

L063 52.76 bcdef 20.6 abcdef | 6.3 def 24.8 abc
L064 32.66 opgrstu 14.4 bedef 4.43 hijkimnopgr 14.3 opar
L065 28.26 u 13.0 def 2.7 uvx 13.9 pars
L0O66 39.73 efghijkimnopqgrstu 14.3 cdef 2.43 vx 20.5 defgh
LO67 45.2 bedefghijkimnopqrs 14.8 bedef 3.16 rstuvx 9.3 zZAB

L068 45.16 bcdefghijkimnopqgrs | 13.9 cdef 3.56 nopgrstuvx 22.1 bed
L069 34.6 klmnopqgrstu 12.0 ef 3.6 nopgrstuvx 20.7 defgh
L0O70 53.23 bcde 16.7 bedef 3.06 tuvx 20.7 defgh
LO71 45.9 bcdefghijklmnopgrs 18.7 abcdef 3.73 nopqrstu 13.3 grst
LO72 32.13rstu 16.6 bedef 3.56 nopgrstuvx 14.7 nopgr
LO73 33.5 mnopgrstu 12.4 def 3.16 rstuvx 17.4 hijklmnop
LO74 41.96 cdefghijkimnopgrstu | 15.3 bcdef 4.43 hijkimnopqr 9.3 xzAB
LO75 41.03 defghijklmnopgrstu 14.6 bedef 4.3 ijkimnopqrst 21.1 defg
LO76 39.86 efghijkimnopqgrstu 13.5 cdef 3.46 opgrstuvx 13.6 grs

LO77 45.8 bcdefghijklmnopgrs 15.3 bedef 3.6 nopgrstuvx 12.9 grstuvx
LO78 46.33 bcdefghijkimnopqgr 15.4 bedef 5.06 fghijkim 9.4 xzAB
LO79 42.36 cdefghijklmnopgrstu | 13.9 cdef 5.06 fghijkim 10.0 tuvxzAB
L081 41.6 cdefghijkimnopgrstu | 21.1 abcdef 5.96 efg 20.6 defgh
L082 43.53 bedefghijkimnopgrst | 20.3 abcdef 7.43 bcd 22.2 bed
L083 43.03 bcdefghijkimnopgrst | 16.9 bcdef 4.1 Kimnopqrst 9.5 vxzAB
L085 46.63 bcdefghijkimnopqg 20.5 abcdef | 6.1 ef 21.5 cde
L086 31.63stu 12.3 def 4.36 ijkimnopqrs 15.9 jkimnopqr
L087 44.33 bedefghijkimnopgrs | 16.0 bedef 3.26 rstuvx 14.8 nopqr
L088 42.06 cdefghijkilmnopgrstu | 14.5 bcdef 3.4 grstuvx 9.9 tuvxzAB
L089 38.76 fghijklmnopgrstu 19.2 abcdef 7.83 ab 17.4 hijkimno
L092 32.53 pgrstu 11.6 ef 6.26 def 9.2 AB

L094 40.4 efghijkimnopqrstu 15.1 bedef 3.36 grstuvx 10.4 stuvxzAB
L096 48.2 bcdefghijkl 16.8 bcdef 5.1 fghijkl 21.7 cde
L097 37.53 hijklmnopgrstu 14.0 cdef 3.1 stuvx 16.2 ijkimnopq
L098 52.36 bcdefg 20.9 abcdef 5.26 efghijk 9.6 vxzAB
L100 38.23 ghijkimnopgrstu 13.5 cdef 2.66 uvx 12.8 grstuvxz
L102 1195 a 16.6 bcdef 8.1ab 20.3 defgh
L113 55.46 bed 22.4 abcd 6.33 def 13.0 grstuv
L114 34.66 kimnopgrstu 14.7 bedef 3.36 grstuvx 9.5 vxzAB
Morita Il 112.8 a 276 a 7.43 bcd 19.2 defghijk

Promedios con letras similares no varian estadisticamente segun la prueba de Tukey (P=0,05). AP: Altura de
la planta, NRP: Numero de ramas primarias, GT: Grosor del tallo, NN: Numero de nodos.
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CLON TH (cm) CPV (%) TRS (%)

L003 4.43 rstuvxzABCDEF 50.0d 1.21 EF

L005 5.3 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 3.57 vxzABCDEF
LO06 5.0 ImnopqrstuvxzAB 50.0d 2.07 ABCDEF

L008 9.6a 50.0d 2.93 xzABCDEF
L009 6.63 defghij 50.0d 5.07 rstuvxzABCDEF
L010 4.66 opgrstuvxzABCD 50.0c 3.35 xzABCDEF
LO11 6.2 defghijkimno 75.0b 4.65 stuvxzABCDEF
LO12 6.3 defghijkimn 50.0d 5.15 rstuvxzABCDEF
L013 4.43 rstuvxzABCDEF 75.0a 7.36 klmnopgrstuvx
LO014 6.06 defghijkimnopq 50.0d 4.67 stuvxzABCDEF
LO15 4.56 pgrstuvxzABCDE 50.0d 1.66 CDEF

LO16 4.03 vxzABCDEFGH 75.0a 1.02 F

LO17 6.26 defghijkimn 50.0d 3.21 xzABCDEF
LO18 6.4 defghijkim 50.0d 3.73 uvxzABCDEF
L019 5.53 hijkimnopgrstuv 50.0d 6.48 nopqrstuvxzA
L020 8.46 abc 75.0a 28.55a

L021 3.3 CDEFGH 50.0d 8.99 hijkimnopgrs
L022 6.4 defghijklm 75.0 a 7.41 kimnopgrstuvx
L023 6.1 defghijkimnop 75.0a 16.12 bed

L024 4.83 nopgrstuvxzABC 75.0 a 10.48 efghijkimnop
L025 4.26 tuvxzABCDEF 50.0d 1.90 ABCDEF

L026 7.56 bcd 50.0d 10.74 efghijkimn
L027 2.9 FGH 75.0 a 1.85 BCDEF

L028 7.23 cdefg 50.0d 8.31 ijklmnopgrstu
L029 3.83 zABCDEFGH 75.0a 7.1 Imnopgrstuvxz
L030 5.76 ghijkimnopqrstu 50.0d 2.91 xzABCDEF
L0311 5.16 ijkimnopqgrstuvxz 50.0d 4.04 tuvxzABCDEF
L032 4.86 mnopgrstuvxzAB 50.0d 6.19 nopqrstuvxzABC
L034 4.86 mnopgrstuvxzAB 75.0a 5.163 rstuvxzABCDEF
L035 6.7 defghi 75.0a 3.63 vxzZABCDEF
L036 3.6 ABCDEFGH 50.0d 1.99 ABCDEF

L0037 4.83 nopgrstuvxzABC 50.0d 5.79 grstuvxzABCDE
L038 5.5 hijkimnopgrstuv 50.0d 1.05F

L039 5.5 hijkimnopgrstuv 75.0 a 3.18 xzABCDEF
L040 5.43 ijkimnopgrstuvx 50.0d 1.39 DEF

L041 4.1 vxzZABCDEFG 50.0d 094 F

L044 5.26 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 13.8 cdefg

L045 4.23 uvxzABCDEF 50.0d 12.07 defghij

L046 4.83 nopgrstuvxzABC 50.0d 14.58 cde

Lo47 5.7 ghijkimnopqrstu 50.0d 10.66 efghijkimno
L048 5.8 ghijkimnopgrst 50.0d 10.423 efghijklmnop
L049 3.9 xzABCDEFGH 75.0a 5.37 rstuvxzABCDEF
LO51 4.0 vxzABCDEFGH 50.0d 7.14 kimnopgrstuvxz
L052 5.03 ImnopgrstuvxzA 75.0a 12.12 defghi

L054 5.7 ghijkimnopqgrstu 50.0d 9.19 ghijklmnopqrs
L055 4.43 rstuvxzABCDEF 50.0d 6.78 Imnopqrstuvxz
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L056 5.13 jkimnopgrstuvxzA 50.0d 9.07 hijkimnopqrs
LO57 5.1 kimnopgrstuvxzA 50.0d 2.00 ABCDEF

L059 3.1 EFGH 75.0a 6.3 nopqrstuvxzAB
L060 3.6 ABCDEFGH 50.0d 3.88 tuvxzABCDEF
LO61 4.5 rstuvxzABCDE 50.0d 4.95 rstuvxzABCDEF
L062 3.46 BCDEFGH 50.0d 4.73 stuvxzABCDEF
L063 5.96 efghijklmnopqr 50.0d 3.44 vxzABCDEF
L064 4.6 pgrstuvxzABCDE 50.0d 1.91 ABCDEF

LO65 4.53 grstuvxzABCDE 75.0 a 2.04 ABCDEF

LO66 5.26 ijkimnopqgrstuvxz 50.0d 6.12 opqgrstuvxzABC
LO67 7.4 bcde 50.0d 9.09 hijklmnopqrs
L068 5.26 ijkimnopqrstuvxz 75.0a 11.13 efghijkim

L069 5.2 ijkimnopgrstuvxz 75.0a 3.93 tuvxzABCDEF
LO70 5.36 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 7.96 ijklmnopgrstuv
LO71 5.1 kimnopgrstuvxzA 50.0d 11.38 efghijkl

LO72 4.53 grstuvxzABCDE 50.0d 1.89 ABCDEF

LO73 7.23 cdefg 75.0a 3.09 xzABCDEF
LO74 3.3 CDEFGH 50.0d 5.46 rstuvxzABCDEF
LO75 5.36 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 10.15 efghijkimnopq
LO76 5.83 fghijklmnopqrs 50.0d 6.75 mnopqrstuvxz
LO77 4.03 vxzZABCDEFGH 75.0 a 9.23 ghijklmnopqrs
LO78 5.16 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 7.51 jkimnopgrstuvx
LO79 4.96 ImnopgrstuvxzAB 75.0a 5.73 grstuvxzABCDE
L081 6.5 defghijkl 50.0d 13.09 cdefgh

L082 7.0 cdefgh 75.0 a 14.09 cdef

L083 6.1 defghijkimnop 50.0d 8.35 ijkimnopgrst
L085 5.36 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 16.07 bcd

L086 3.26 DEFGH 50.0d 6.17 nopqrstuvxzABC
L087 25H 75.0 a 9.52 fghijkimnopqr
L088 5.76 ghijklmnopgrstu 75.0 a 9.25 ghijklmnopqgrs
L089 7.36 cdef 50.0d 3.00 xzABCDEF
L092 3.6 ABCDEFGH 50.0d 3.4 vxzABCDEF
L094 4.9 mnopgrstuvxzAB 50.0d 2.7 zABCDEF

L096 5.26 ijkimnopgrstuvxz 50.0d 11.72 defghijk

L097 4.26 tuvxzABCDEF 75.0 a 2.71 zABCDEF

L098 6.66 defghij 50.0d 8.70 hijklmnopqgrs
L100 5.86 efghijkimnopqrs 75.0a 14.58 cde

L102 9.76 a 75.0 a 17.42 bc

L113 6.26 defghijkimn 50.0d 7.30 klmnopqrstuvxz
L114 2.6 GH 50.0d 5.89 parstuvxzABCD
Morita Il 8.93 ab 75.0 a 20.58 b

Promedios con letras similares no varian estadisticamente segun la prueba de Tukey (P=0,05). TH: Tamafio de
la hoja, CPV: Capacidad de propagacion vegetativa, TRS: Tasa de rendimiento seco.
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ANEXO 4. Variabilidad de la forma de la hoja.

ANEXO 5. Variabilidad en etapa de floracion.
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ANEXO 6. Variabilidad en color de la flor.

ANEXO 7. Fotografia del ensayo bajo condiciones de umbraculo.
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