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RESUMEN: El empleo de marcadores de ADN ha facilitado en
gran medida el mejoramiento genético de cultivos comerciales.
Se presentan los resultados de la caracterizacién de las 13
variedades de S. bicolor empleando marcadores SSR. Fue
posible alcanzar una cobertura genémica aceptable. La
informacién generada puede ser empleada para verificar la
identidad de plantas de sorgo emergidas a partir de semillas
de dudoso origen, para identificar genotipos parentales, para
hacer estudios de genética de poblaciones y detectar grupos
heterdticos de utilidad en programas de mejoramiento genético.
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Use of microsatellite markers to characterize 13 sorghum (Sorghum
bicolor) varieties

ABSTRACT: The use of DNA markers has simplified genetic
improvement of commercial crops. We present the experimental
results of the characterization of 13 sorghum variefies employing
SSR markers. The genome coverage obtained was acceptable.
The results could be employed in: identity confirmation of plants
from seed from uncertain origin, identification of parental
genotypes, in carrying out genetic studies of populations and
in genetic improvement programs.
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Introduccion

Las aplicaciones de la biotecnologia de plantas no deben sélo
responder a mejorar la seguridad alimentaria y apoyar el
desarrollo socioeconémico, sino ademds, promover la

conservacion, diversificacion y uso sostenible de los recursos
genéticos vegetales para la alimentacién y la agricultura
(Maluszynski, 2002). El material genético de origen vegetal
que tiene valor como recurso (i.e. recursos fitogenéticos) para
la generacion actual de personas y las generaciones futuras.
Los recursos fitogenéticos estdn reconocidos por la FAO como
“herencia comin de la humanidad” que deberia estar
disponible sin restriccién. Los recursos fitogenéticos del sorgo
se conservan en muchos centros alrededor del mundo y
comprenden colecciones que consisten en aproximadamente
168,500 individuos (Reddy et al, 2006). Los recursos
fitogenéticos se han valido de marcadores morfolégicos,
bioquimicos y moleculares para su caracterizacién (Mehmood
et al, 2008). Actualmente, las herramientas biotecnolégicas
disponibles para los agricultores ofrecen varias opciones para
incrementar la productividad, diversificacién y produccion,
mientras se desarrolla una agricultura mds sostenible
(Maluszynski, 2002). Las técnicas de marcadores moleculares
siempre han sido vistas como las herramientas mds
prometedoras en programas de mejoramiento de cultivos, y
fueron adoptadas répidamente por agricultores y bislogos
moleculares como fundamentales para estudios aplicados
relacionados con componentes biolégicos de los sistemas de
produccién agricola (Maluszynski, 2002); sus usos en
programas aplicados de mejoramiento abarcan desde facilitar
la eleccion de los parentales adecuados hasta el mapeo o
marcaje de blogues de genes asociados con caracteristicas
de importancia econdémica ~QTL's-. El marcaje de genes y el
mapeo de QTL's, a su vez, permiten la seleccién asistida por
marcadores en programas de refrocruzas, pedigrf y programas
de mejoramiento de poblaciones, facilitando el mejoramiento
de caracteristicas especfficas; mediante genémica comparativa,
los marcadores pueden usarse para el descubrimiento y
explotacion eficiente de la biodiversidad y de las relaciones
evolutivas entre organismos (Maluszynski, 2002). La variacién
entre individuos de una especie dentro de una poblacién o

1Se presentan como material de complemento al texto las figuras AT y A2 y los cuadros Al y A2
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entre poblaciones, derivada de genes y/o de la influencia del
ambiente, puede ser facilmente evaluada a través del uso de
una variedad de marcadores moleculares (Park et al, 2009).
Los rasgos morfolégicos que exhiben variacién continua entre
individuos en una poblacién a menudo oscurecen la evaluacion
de la diversidad genética; adicionalmente, el pleiotropismo y la
base multifactorial de los rasgos morfolégicos complican adn
mas la caracterizacién de poblaciones de plantas (Park et al,
2009). Los sistemas de marcadores de ADN se introdujeron al
andlisis genético en la década de 1980 y tienen muchas ventajas
con respecto a los marcadores morfolégicos tradicionales y con
respecto a los marcadores de proteinas que se usan en andlisis
genético y ecolégico de poblaciones vegetales. Entre las
principales ventajas estdn, primero, que pueden generarse un
nimero ilimitado de marcadores; segundo, que los perfiles de
marcadores de ADN no se ven afectados por el ambiente y,
tercero, que los marcadores de ADN, a diferencia de las
isoenzimas, no se limitan a la etapa especifica del desarrollo
del tejido (Park et al, 2009). Los marcadores moleculares pueden
detectar prolimorfismos producidos por mutaciones puntuales
asi como por mutaciones cromosémicas como inserciones,
remociones, inversiones y translocaciones (Park et al, 2009). La
“primera generacién” de marcadores moleculares emplea
hibridizacién Southern, mientras que la “segunda generacién”
emplea la revolucionaria reaccién en cadena de la polimerasa
—PCR-; las ventajas de la segunda con respecto a la primera
consisten en que se requieren pequefias cantidades de ADN y
que el costo es bajo y es facil de llevar a cabo por lo que se
pueden llevar a cabo experimentos a gran escala en un corto
periodo de tiempo (Park et al, 2009).

El Sorghum bicolor (2n=20) es una especie diploide, altamente
autégama, considerablemente diversa tanfo morfolégica como
agronémicamente como en el caso de la resistencia adaptativa
a plagas. Consiste en cinco razas bdsicas (bicolor, caudatum,
durra, guinea y kafir) y varias razas hibridas (Kong et al, 2000).
Perteneciente a la familia Graminae, la tribu Andorpogonae
contiene varias especies de cultivos importantes, de los cuales
el maiz es el que mejor se ha caracterizado genéticamente.
Hacia 1990, ofros miembros de esta fribu como sorgo (Sorghum
bicolor) y cafia de azGcar (especies del género Saccharum)
permanecian sin ser caracterizados a profundidad pese a su
importancia econdmica y décadas de investigacién genética y
mejoramiento (Hulbert et al, 1990). Hacia 1997, la informacién
relacionada con la organizacién genémica era limitada (Taramino
et al, 1997). La construccion de un mapa genético detallado
del sorgo inicié con el empleo de la informacién genética
disponible del maiz (sondas de RFLP) (Hulbert et al, 1990). La
consfruccién de al menos 7 mapas de RFLPs de sorgo empleando
tanto sondas mapeadas previamente en el genoma del maiz
como sondas especificas para sorgo, evidencias de las relaciones
entre y dentro de sorgo silvestre y sorgo cultivado empleando
RFLPs nucleares, cloroplastidiales y mitocondriales y, finalmente,
el advenimiento de las técnicas de marcadores moleculares
basadas en PCR, en particular RAPDs, que facilité el andlisis del
genoma del sorgo (Taramino et al, 1997) constituyen el inicio
de la gendmica de sorgo. Este rdpido avance en el mapeo, lo

que resulté en la propuesta de una nomenclatura para la
citogenética del cultivo (Kim et al, 2005). Poco tiempo después
se concreté la unificacién de seis mapas generados
independientemente (Mace et al, 2009). El descubrimiento y
aplicacién de un ensayo basado en PCR para la deteccion de
polimorfismos segUn la variacién del nimero de repeticiones
de secuencias cortas de ADN (SSRs, también llamados
microsatélites) revoluciond el andlisis genémico y se empled
inmediatamente en el mapeo y genotipado de diferentes especies
de plantas como arroz, trigo, cebada, mafz, soya y tomate.
(Taramino et al, 1997). Desde principios del siglo XXI los
marcadores SSRs para sorgo se desarrollaron extensamente
(Kong et al, 2000; Bhattramakki et al, 2000) e inmediatamente
empleados para identificar y localizar regiones genémicas de
imporfancia econémica como altura, tiempo en alcanzar madurez,
nUmero de tallos, longitud de la panicula y ofras caracteristicas
que influyen en el rendimiento de grano. Estudios de genética
clésica han contribuido con informacién de cémo se controlan
genéticamente algunos de estos caracteres. Por ejemplo, se
sabe que la variacién en la madurez esté controlada por seis
genes y el enanismo por cuatro genes. La construccién de mapas
de marcadores del sorgo ha hecho posible mapear estos genes
y ofros loci genéticos que controlan la variacién de los rasgos
cuantitavos (QTLs) como altura de la planta, nimero de tallos,
peso de la semilla, caracteristicas de la panicula y resistencia
a enfermedades (Hart et al, 2001). El descubrimiento de QTLs
asociados a la resistencia a heladas es uno de los primeros
esfuerzos para que las variedades élite de sorgo tengan un alto
desempefio aun en las bajas temperaturas tipicas de las regiones
templadas hacia el inicio del ciclo del cultivo (Knoll et al, 2007).

En este articulo se presentan los resultados de la caracterizacion
de las 13 variedades de S. bicolor empleando marcadores SSR.

Materiales y métodos

Colecta y almacenamiento de material vegetal. El ensayo fue
ubicado en UVG Campus Sur. Se colectaron segmentos de
alrededor de 15cm de longitud de hojas sanas de S. bicolor de
13 diferentes variedades: (A) Dale, (B) M81E, (C) Della, (D) Top
76-6, (E) Sugar Drip, (F) Umbrella, (G) ICTA Mictlan, (H) H8015,
(I) Pampa E, (J) Pampa Tanol |, (K) Pampa Tanol Il, (L) Criollo-
Jutiapa, (M) Criollo-Jalapa. Al momento de la toma del material
las plantas tenfan alrededor de 70 dias. Se emplearon cuchillas
de afeitar nuevas para cortar cada segmento, descartando la
punta de la hoja para obtener un segmento rectangular. De
cada planta se tomaron dos hojas diferentes, y de cada variedad
se muestrearon dos individuos diferentes, para obtener un fotal
de cuatro segmentos de hoja de cada variedad. EI material
vegetal se colocd inmediatamente en bolsas plésticas con cierre
hermético que se identificaron con tinta indeleble y se transportaron
a 4 °C. Al llegar al laboratorio se ingresaron al libro del
proyecto y se dividieron en dos sub-muestras antes de almacenarse
finalmente a -80 °C. Las plantas muestreadas se seleccionaron
aleatoriamente.
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Procedimientos de laboratorio

* Extraccion de ADN vegetal. El material colectado presentaba
condiciones fitosanitarias y de manejo agronémico éptimas. Se
maceraron cuatro discos de material vegetal con ayuda de
nitrégeno liquido en un tubo de 1.5mL. Se agregaron 600ul
de buffer CTAB (2% CTAB, 2% polivinilpirrolidona, 100mM Tris-
HCl pH 8, 1.4M NaCl, 20mM EDTA, 0.2% 2-mercaptoetanol)
previamente calentado a 65 °C. Después de incubar a 65 °C
por 20 min con agitacién ocasional y de dejar enfriar a
temperatura ambiente, se agregd un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé a 13,000 rpm por 10
min. Al sobrenadante recuperado se le agregd un volumen de
isopropanol frio y 50 L de acetato de amonio 7.5M, se mezcl6
por inversién e incubé a -20 °C al menos una hora o toda la
noche. Luego se centrifugd a 13,000rpm por 10 min y se
descarté el sobrenadante. Al precipitado se le afadieron 200
uL de efanol al 70 % previamente enfriado, se centrifugd a
13,000rpm por 5 min y se descarté nuevamente el sobrenadante.
Luego se secd el precipitado a temperatura ambiente o en
incubadora a 50 °C para finalmente resuspender en buffer TE
precalentado a 50 °C o a 4 °C toda la noche. EI ADN exiraido
y disuelto en TE se almacend a 4 °C. El ADN extraido y precipitado
con isopropanol y acetato de amonio se almacené a -20°C.

* Cuantificacion y verificacion de integridad de ADN. Se realiz6 una
dilucién de cada ADN con agua destilada (1:100) y se deferming
su absorbancia a 260, 280 y 230 nm utilizando un
espectrofotémetro UV-Vis (Eppendorf Bio-Photometer plus) para
determinar la concentracién y pureza del ADN extraido. Luego
se verific6 la integridad del ADN extraido, para lo que se realizd
una electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Se cargé Unicamente
una muestra de cada duplicado. La corrida fue de 45 min o
85V en TAE 1X. El gel fue tefido con bromuro de efidio y
observado en transiluminador UV (UVP Biodoc-it ImagingSystems).

* RAPD's. La mezcla de reaccién consistié en: buffer 1X, MgCl,
2.5mM, dNTP’s 0.17mM, iniciador 0.2uM, 1.25U de Taq
polimerasa (Novagen) y 100ng de ADN, en un volumen de
30uL por muestra por reaccion. Los iniciadores utilizados fueron
OPB18, OPJ10 y OPAQA4. El programa del termociclador consistié
en 94 °C 3 min, (45 ciclos de 93 °C 1 min, 35°C 1 miny 72
°C 2 min), y un paso final a 72 °C por 7 min.

* ISSR's. La mezcla de reaccion consistio en: buffer 1X, MgCl,
2mM, dNTP’s 0.1mM, iniciador 10mM, 1U de Tag polimerasa
y 100ng de ADN, en un volumen de 25ul por muestra. Se
utilizaron los iniciadores (TCC) y (CA)7.

* SSR's. La mezcla de reaccion consistié en: buffer 1X, 1.5mM
MgCly, dNTP’s 0.17mM, iniciadores 0.5uM cada uno, 2U de
Taq polimerasa (Novagen) y 50ng de ADN, en un volumen de
12.50L por reaccién por marcador por muestra. Se emplearon
diez marcadores desarrollados por CIRAD: mSbCIR286, Xgap84,
mSbCIR276, gpsb151, mSbCIR329, gpsb069, gpsb1438,
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gpsb123, Xcup02, mSbCIR262. Estos marcadores fueron
seleccionados segin su ubicacién genémica a razén de un
marcador por cromosoma y segun su grado de polimorfismo
definido previamente en CIRAD (CIRAD, 2011); las secuencias
son de libre acceso. El programa del termociclador consistié en
94 °C 4 min, (9 ciclos de 94 °C 40s, 60 °C 40s, 72 °C 1 min,
con una disminucién de 1°C por ciclo), (20 ciclos de 94 °C 40s,

50 °C 40s, 72 °C 1 min).

* Electroforesis en gel de agarosa. Todos los productos de
amplificacién se separaron mediante electroforesis submarina
al 1.5% a 90V 90 min en TAE 1X. Se cargd una mezcla de Tul
“loading dye” (glicerol 50 %, xilen-cianol 2.5 %, azul de
bromofenol 2.5 %) con 7ul de producto de PCR, utilizando 3.5
UL de una escalera de kb al 35% en “loading dye” (Promega).
Los geles se tifieron con bromuro de etidio, y se visualizaron
mediante un transiluminador UV.

* Electroforesis en gel de poliacrilamida. Todos los productos de las
amplificaciones efectuadas se corrieron en electroforesis en gel
de poliacrilamida utilizando el sistema MiniProtean TetraCell
(Bio-Rad). Cada gel se preparé con 3.5 mlL de agua
desmineralizada, 0.6 mL de TBE 5X, 1.57 mL de acrilamida
(40% 19:1), 8ul de TEMED y 8 ulL de APS 25%. Las muestras
se prepararon agregando 1 volumen de “stop mix”, y se cargaron
3 ul de cada muestra utilizando 3.5ul de una escalera de
100pb (Novagen) al 20 % en “stop mix” como referencia. Las
condiciones de corrida fueron: RAPD’s 3 h a 110V, ISSR’s 1 h
45 mina 110V y los SSR’s 1 h 30 min a 110V. Estos geles se
tifieron con nitrato de plata que implica: fijacién por 20 min
con dcido acético 10% (el cual se recupera para su uso el paso
final), tres lavados de 2 min ¢/u con agua destilada, la fincién
con nitrato de plata (AgNO3 0.1 % p/v, formaldehido 0.15 %
v/v) por 30min, un lavado rdpido con agua destilada por 10
s, el revelado con solucién fria de carbonato de sodio (NaCOs3
3% p/v, formaldehido 0.15 %, tiosulfato de sodio 0.00052 %)
hasta la aparicién de bandas definidas y, finalmente, la defencién
del revelado con el dcido acético al 10 % previamente recuperado.
Los geles se colocaron sobre papel filtro cubiertos con una pieza
de pléstico transparente (acetato o bolsa con cierre hermético)
para obtener la imagen mediante un escéner (Canon) a una
resolucién de al menos 300ppp y almacenados en formato TIF
para su andlisis.

* Andlsis de imdgenes. Las imdgenes de los geles se analizaron
con el paquete Totallab 120DM (Nonlinear Dynamics) para
asignar la masa molecular empleando como referencia una
escalera de tamafios de ADN (Promega). El tamafio de cada
fragmento se estimé en duplicado.

* Andlisis de genotipos. £l andlisis multivariado se llevé a cabo
utilizando el paquete adegenet (Jombart, 2008; Jombart y
Ahmed, 2011) del programa R (R Core Team, 2013), al que se
ingresé una matriz de datos genotipicos por individuo (véase
material suplementario).
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Figura 1. Andlisis de los componentes principales basado en los genotipos de las diferentes variedades
de sorgo obfenidos del andlisis de 10 microsatélites (SSR). El cadigo de colores corresponde con la
similitud entre variedades. d=dimension de la cuadricula.

Resultados

El protocolo de extraccién de ADN empleado tuvo un rendimiento
de 721.75 = 192.40 ng/uL (IC 95%), razén Ago/Asg, 2.02 =
0.18 (IC 95%) y razén Ayp/Agzy 1.73 £ 0.28 (IC 95%). Tanto
el protocolo de amplificacién de los marcadores RAPD como
el protocolo de amplificacién de los marcadores ISSR generaron
fragmentos de ADN poliméricos que no permitieron diferenciar
la totalidad de las variedades evaluadas.

El protocolo de amplificacién de los marcadores microsatélites
(SSR) permitié establecer el genotipo de todas las réplicas de
la totalidad de las variedades analizadas (consultar el material
suplementario). El andlisis multivariado de los genotipos de cada
variedad obtenidos permitié observar la estructura genética
mediante un andlisis de componentes principales (Figura 1).

Discusion

En la era de la gendmica, la introduccién de nuevas variedades
de un cultivo para su evaluacién en el campo con fines de
incrementar la produccién de una regién o de un pais no debe
restringirse a la exposicion de diferentes genotipos a diferentes
condiciones climdticas que, a su vez variables para una misma
regién. La evaluacién agronémica debe ser complementada
con una evaluacién genética. Las variedades de S. bicolor que
actualmente se siembran en Guatemala provienen de programas
de mejoramiento genético local (a cargo del ICTA), o bien fueron
adquiridas como parte de un intercambio de germoplasma o

por compra directa del mismo. Cualquiera que sea su origen,
es muy importante conocer la estructura genética del grupo de
estas variedades para poder correlacionarla con su respuesta
en campo y fomar mejores decisiones para futuras evaluaciones
o bien para emplearla en programas de mejoramiento genético
como en el caso de la cafia de azicar (Orozco et al, 2012). Es
indiscutible la uilidad que han fenido los marcadores microsatélites
desarrollados para Sorghum sp. para la estimacién la diversidad
de lineas élite en programas de mejoramiento y en collecciones
de germoplasma de diferentes ubicaciones geogrdficas, ast
como para determinar la estructura genética poblacional y las
relaciones entre y dentro de razas (Wu y Huang, 2007). Estos
marcadores se prefieren sobre los RAPDs por la facilidad de su
manejo, por su reproducibilidad (Agrama y Tuinstra, 2003) y su
disponibilidad disponibles abiertamente (Mace et al, 2009).

De los 48 marcadores microsatélites sugeridos para uniformizar
el genotipado de S. bicolor (Billot et al, 2012), se ensayaron los
10 mds polimérficos. Los marcadores seleccionados también
obedecen a ubicacién genémica, a razén de un marcador por
cromosoma (Menz et al, 2004). Los resultados se consideran
vdlidos y reproducibles, pues este nivel de resolucién ain es
suficiente para descubrir la estructura genética del grupo de
variedades analizada (véase la Figura 1), de modo que esta
informacién puede aplicarse directamente. Se recomienda que
la cooperacién con instituciones guatemaltecas que posean esta
tecnologia sea utilizada para descubrir la diversidad de organismos
endémicos y en riesgo.

En el entendido de que las variedades de sorgo que estdn siendo
impulsadas por el proyecto UVG-USDA-FFP10 contienen un
acervo genético disminuido como consecuencia de diversos
procesos de seleccion (Dweikat, 2005), la herramienta de
genotipado implementada en este estudio fue Uil para descubrir
grupos heteréticos (Menz et al, 2004). Se observaron dos grupos
con potencial para ampliar la base genética de nuevos hibridos:
el primer grupo conformado por las variedades Pampa (I, Il'y
E) y Criollos (Jutiapa y Jalapa) y el segqundo grupo conformado
por el resto. El segundo grupo puede ser dividido a su vez en
dos: el conformado por las variedades Top76-6, Dale, Della y
MB8T1E y el conformado por Sugar-Drip, Umbrella, ICTA-Mictlan
y H8015. Esta estructura genética puede explotarse para
programar la produccién de variedades que se acoplen mejor
a los requerimientos locales. La tasa de adopcién de éstos
nuevos materiales aumentard segin se observe su adaptacién
(Bucheyeki et al, 2009) a los suelos guatemaltecos.
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Figura Al. Colecta y almacenamiento de material vegetal: sorgo dulce. (a) Disposicion de las
variedades dentro de la casa malla, se observa el disefio de blogues. (b) Seleccién aleatoria de dos
individuos diferentes de cada variedad. (¢) Toma de muestras empleando instrumentos estériles,
identificacion y transporte en frio. (d) Almacenamiento a -80°C hasta el momento de la exéruccién
e ADN.
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Figura A2. Secuencia de pasos para el andlisis de ADN mediante marcadores moleculares.

Cuadro A1. Concentracion y razones de absorbancia de ADN extraido.

Muestra Concentracion Razdn Razon
(ng/pl) 260/280 260/230

001 1066.9 1.67 0.59
002 581.7 201 1.87
003 490.7 21 1.44
004 5911 2.69 219
005 1713 - -
006 158 1.98 1.79
007 268.2 2.33 216
008 658.3 2.34 21
009 638.6 237 1.96
010 781.9 224 270
011 952.6 1.31 1.14
012 834.3 1.74 1.21
013 669.1 1.86 1.43
014 1448.5 1.98 1.69
015 1088.1 1.90 1.92
016 1139.2 1.78 1.76

Material suplementario:

* Figura Al. Colecta y almacenamiento de material vegetal:
sorgo dulce. (a) Disposicién de las variedades dentro de la
casa malla, se observa el disefio de blogues. (b) Seleccién
aleatoria de dos individuos diferentes de cada variedad. (c)
Toma de muestras empleando instrumentos estériles,
identificacién y transporte en frio. (d) Aimacenamiento a -
80°C hasta el momento de la extraccién de ADN.
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* Figura A2. Secuencia de pasos para el andlisis de ADN
mediante marcadores moleculares.

¢ Cuadro Al. Concentracién y razones de absorbancia de ADN
extraido.

¢ Cuadro A2. Genotipos de las variedades de sorgo analizadas.



Cuadro A2. Genotipos de lus variedades de sorgo analizadas.

Variedad mSbCIR286 Xgap84 mSbCIR276 gpsb151 mSbCIR329 gpsb069 gpsb148  gpsb123 Xcup02 mSbCIR262

Dale 161/136 = 241/209 = 285/233 | 131/131 @ 140/116 | 255/218 @ 165/140 | 359/311 | 183/183 = 252/210
Dale 159/135 = 234/202  285/232 @ 127/127 | 140/115 | 255/218 = 167/140 | 374/305 | 177/177 @ 242/202
Dale 164/139 | 242/210 = 285/229 = 126/126 & 141/116 | 253/216 @ 164/140 | 356/311 & 183/183  251/208
Dale 163/138 | 236/202 = 285/233 | 125/125 | 137/114 | 250/216 @ 167/141 | 371/304 | 177/177  243/202
M81E 159/135 | 242/208 = 281/233 = 120/120 | 133/110 | 270/239 & 161/139 | 348/302 | 172/172 @ 233/191
M81E 156/132 | 245/210 = 281/229 | 120/120 | 132/108 | 270/239 | 164/141 | 345/302 | 170/170 @ 232/191
M81E 162/138 | 243/210 = 285/233 | 114/114 | 132/110 | 270/241 | 164/141 | 345/302 | 173/173 = 231/191
M81E 159/135 | 245/212 = 285/233 | 119/119 | 131/108 | 270/241 | 165/140 | 345/302 | 171/171 @ 231/189
Della 156/132 | 238/204  281/229 | 121/121 | 137/112 | 253/216 | 165/138 | 346/300 | 170/170 | 240/196
Della 154/130 | 238/207 = 281/229 = 121/121 | 140/114 | 255/218 @ 165/141 | 345/300 | 172/172 = 240/199
Della 158/134 | 238/204  280/229 @ 121/121 | 134/111 | 253/218 | 164/139 | 345/302 | 171/171 @ 237/19
Della 157/132 | 237/205 = 280/229 | 122/122 | 138/113 | 254/219 | 164/141 | 343/300 | 173/173 = 237/198

Top76-6 | 154/130 @ 235/200  276/225 | 120/120 | 137/113 | 250/213 | 164/139 | 345/302 | 172/172 = 245/203
Top76-6 | 156/131 = 234/201  276/225 @ 116/116 @ 137/113 | 250/213 | 162/139 | 356/309 | 174/174 @ 263/220
Top76-6 | 157/131 @ 231/198  280/224 | 120/120 | 135/112 | 251/215 | 166/141 | 345/302 | 173/173  243/202
Top76-6 | 158/133 = 230/198  280/224 = 114/114 | 135/112 | 251/215 | 162/140 | 353/309 | 175/175  265/220
SugarDrip. 163/137 | 233/198  290/277 | 121/121 | 134/112 | 249/215 161/137  369/320 | 188/188  253/209
SugarDrip. 158/133 = 227/196 = 286/277 | 125/125 | 134/110 | 249/213  159/135 @ 360/312 | 182/182  251/208
SugarDrip. 159/135 @ 233/198  288/279 | 121/121 | 134/110 | 251/217 162/139  368/321 | 187/187 = 254/210
SugarDrip. 159/133 | 227/196  288/279 | 123/123 | 134/113 | 253/217 161/139  363/316 & 183/183  251/207
Umbrella | 158/133 | 224/193  284/275 | 118/118 | 134/110 | 248/211 @ 158/133 | 351/305 | 178/178 = 249/207
Umbrella | 155/131 @ 224/193  287/274 | 117/117 | 131/109 | 249/211 @ 158/133 | 348/302 | 178/178  253/211
Umbrella | 154/131 | 226/196 = 288/279 | 118/118 | 133/108 | 253/215 160/137 | 357/311 | 177/177  247/205
Umbrella | 151/129 = 227/196 = 285/277 | 115/115 | 134/110 | 250/216 @ 160/135 @ 354/307 | 178/178  251/209
Mictlan | 154/131 | 234/204 277/228 | 122/122 | 134/111 | 216/216 @ 160/136 @ 348/300 | 173/173 @ 256/214
Mictlan | 154/129 = 240/209  274/227 | 121/121 | 134/111 | 213/213  160/136 A 351/300 | 178/178  255/213
Mictlan | 153/129 = 237/205 = 279/228 | 121/121 | 136/111 | 216/216 @ 161/136 @ 357/309 | 172/172  254/211
Mictlan | 153/130 = 241/209  277/227 | 121/121 | 132/109 | 217/217 | 160/135 | 354/307 | 176/176 | 252/209
HB015 158/134 | 243/212  277/230 @ 121/121 | 144/112 | 275/241 @ 160/136 | 351/305 & 186/186 = 264/219
HB8015 158/132 | 246/216 = 280/228 | 123/123 | 144/113 | 275/241 | 158/133 | 356/312 | 188/188  266/223
H8015 157/132 | 248/214 = 280/227 | 121/121 | 144/112 | 275/243 | 160/138 | 357/311 | 186/186 = 261/215
H8015 155/130 | 249/218 = 282/232 | 121/121 | 145/112 | 275/243 | 159/134 | 366/316 | 190/190 @ 262/219
PampaE | 142/133  199/187  253/230 | 128/109 | 148/114 | 208/200 @ 150/150 @ 281/281 | 189/189  259/235
PampaE | 166/139 | 195/182 = 255/227 | 136/136 | 152/115 | 208/201 @ 138/138 | 335/307 | 196/196 @ 237/220
PampaE | 146/136 = 194/181  264/236 | 155/145 | 154/117 | 200/200 @ 143/143 @ 287/287 | 201/201 @ 221/208
PampaTl | 151/127 = 212/199  255/234 | 121/112 | 118/118 | 208/199 = 150/150 @ 288/288 | 187/187 @ 238/219
PampaTl | 134/126 @ 211/188  255/227 | 128/108 | 119/119 | 208/200 @ 138/138 | 335/309 | 197/197 @ 236/217
PampaTl | 142/131 = 209/200 264/236 | 143/137 | 153/118 | 199/199 | 137/137 | 292/292 | 199/199 @ 243/222
PampaTll | 164/139 = 215/202  256/230 | 137/128 | 123/112 | 208/199 = 141/141 @ 337/309 | 198/198 @ 254/233
PampaTil | 139/131 = 214/191  256/226 | 144/144 | 116/116 | 207/200 = 150/150 @ 288/288 | 197/197 @ 238/219
PampaTll | 152/141 = 211/201  269/238 | 180/161 | 171/117 | 197/197 @ 138/138 & 318/318 | 198/198 @ 236/218
C_Jutiapa  135/117 @ 205/186  254/232 | 131/125 | 117/106 | 204/204 = 150/150 @ 288/288 | 197/197 = 251/227
C_Jutiapa  119/114  206/189  255/227 | 115/110 @ 119/107 | 204/204 = 139/139 | 340/310 | 196/196 @ 252/231
C Jutiapa  127/119 @ 205/185  266/237 | 128/118 | 119/107 | 202/202 = 140/140 | 292/292 | 198/198 = 238/219
C Jalapa = 148/128 @ 209/198 = 256/233 | 127/123 | 124/115 | 206/197  150/150 @ 291/291 | 196/196 = 241/217
C Jalapa | 124/119 @ 209/187 = 253/225 | 112/112 | 126/118 | 206/197 = 140/140 | 311/311 | 193/193  252/231
C Jalapa | 131/122 _ 208/201 _ 263/236 | 129/118 | 130/120 | 195/195  146/146  294/294 | 198/198  227/215
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