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DIVERSIDAD GENETICA BASADA EN MARCADORES
MOLECULARES DE UNA COLECCION DE CLONES

DEL COMPLEJO Saccharum UTILIZADOS EN EL PROGRAMA
DE INTROGRESION DE LA CANA DE AZUCAR EN CUBA

O. Coto=®, Maria T. Cornide, Mayra Rodriguez, Ingrid Hernandez,
E. Canales, F. de Prada y G. Pérez

ABSTRACT. At present, the greatest limitation of sugarcane
breeding isits reduced genetic base. Molecular markers have
become a a useful tool for researchers and plant breeders to
explore the available genetic variability in crop gene pool,
looking for a better profitableness of such collection. In this
paper, a sugarcane collection composed by 89 Saccharum
complex clones, previously chosen for their outstanding vi-
gor and resistance to major diseases, is studied. The clones
used intheintrogression of sugarcanearefrom S officinarum,
S spontaneum, S. robustum, S barberi and S. sinense species,
Erianthus genusand agroup of wild clones collected in Laos,
useful for crop breeding. They were previously characterized
for their agronomical performance under germplasm bank
conditions and the molecular genetic diversity detected
enabled to classify genotypes in four groups employing six
RFL P descriptors and Saccharum specific primers previously
reported. Their genetic diversity revealed by agronomical
components, resistance to main diseases as well as their
molecular groups were employed to recommend sources to
increase the genetic base of the Cuban introgression program
of sugarcane.
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RESUM EN. Lamayor limitacion del mgoramientogenéticodela
cafa de azlcar en los momentos actuaes es su reducida base
genética. Los marcadores moleculares se han convertido en una
herramientatil parainvestigadoresy mejoradores, con el objetivo
deexplorar lavariabilidad genéticadisponibleenlascoleccionesde
germoplasma, buscando un mejor gprovechamiento delavariabili-
dad genéticadisponible. Endl presentetrabgjo seresumed estudio
deunacoleccién compuestapor 89 clonesde complgo Saccharum
seleccionados previamente por su vigor y resistenciaalas princi-
pales enfermedades, estos clones son utilizadosen € programade
introgresién de la cafia de azlicar en Cuba. En la coleccion estén
representadas |as especies S. officinarum, S. spontaneum,
S. robustum, S barberi, S sinense, d género Erianthusy un grupo
declonessilvestresdeinterésparael megoramiento de este cultivo
colectados en Laos. Los clones estudiados fueron previamente
caracterizados mediante su comportamiento agrondmico en condi-
cionesdebanco degermoplasma. Ladiversidad genéticamolecular
detectada permiti6 clasificar alos genotipos evaluados en cuatro
grupos de diversidad genética mediante seis descriptores
moleculares y cebadores especificos de Saccharum spp. previa
menteinformados. Ladiversdad genética, reveladamediante com-
ponentes agrondmicos, su resistenciaalas principa esenfermeda
desy losgruposde diversidad molecular detectadosen € presente
trabgjo, se utilizaron parala recomendacion de fuentes genéticas,
con € objetivo de incrementar la base genética del programa de
introgresién de este cultivo en Cuba.

Palabras clave: variacion genética, Saccharum, colecciones
de material genético, marcadores genéticos,
fitomejoramiento

INTRODUCCION

La principal limitacién del mejoramiento genético de
la cafia de azUcar radica en su reducida base genética;
los cultivares modernos descienden de unos pocos clones
ancestrales o clones de fundacién, como también se les
conoce de Saccharum spontaneum y Saccharum
officinarum (1, 2), las dos especies reconocidas como
domesticadas (3). Su origen citoplasmatico es alin mas
limitado al estar representado por unos pocos clones de
Saccharum officinarum (tres a cinco clones) (2, 4).

En este sentido, varios programas de mejoramiento
realizan esfuerzos para ampliar dicha base genética me-
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diante la utilizacion de germoplasma silvestre, especies

del género Erianthus Michx. sect. Ripidium Henrad y

clones de S. spontaneum, como fuentes de caracteres

utiles relacionados con la resistencia a enfermedades, la
tolerancia a estrés y el aumento del retofiamiento y el

vigor (5, 6).

Por otra parte, los marcadores del polimorfismo de
ADN (marcadores moleculares) son herramientas valio-
sas para los estudios genéticos en plantas y en algunos
casos estan siendo ya empleados exitosamente en la
eleccién de progenitores y en la seleccion en la cafia de
azucar (7). Varios tipos de marcadores moleculares y
estrategias de mejoramiento se encuentran a disposicion
de mejoradores y genetistas, que permiten vencer mu-
chas de las limitaciones de los programas de mejora-
miento tradicional (8).

Varios han sido los tipos de marcadores moleculares
utilizados para evaluar la diversidad genética del
germoplasma del género Saccharum; entre los marcado-
res moleculares iniciales se encuentran las isoenzimas
y el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de res-
triccion (Restriction Fragment Length Polymorphisms,
RFLP). El desarrollo posterior de los marcadores
moleculares basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR), entre los
gue se incluye el polimorfismo de los fragmentos amplifi-
cados al azar (Random Amplified Polymorphism DNA,
RAPD), el polimorfismo de la longitud de los fragmentos
amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphisms,
AFLP) y los microsatélites, ha permitido realizar una ca-
racterizacion genética mas refinada de las colecciones
de germoplasma (9).

Las colecciones de germoplasma son componentes
importantes de los programas de mejoramiento vegetal,
al proporcionar a los mejoradores de fuentes de caracte-
res Utiles. Las investigaciones realizadas, impulsadas por
la aparicién de nuevas enfermedades y plagas, unido al
empobrecimiento gradual de los suelos y la necesidad
de aumentar los rendimientos, obligan a disponer de una
base genética mas amplia, y se hace necesaria la incor-
poracién de nuevos genotipos. La estrecha base genética
empleada se considera entre las principales limitaciones
del mejoramiento cafiero tradicional via casi exclusiva de
obtencién de nuevas variedades, tanto por la escasa re-
presentacion de formas originales como por la elevada
consanguinidad entre los hibridos utilizados como proge-
nitores. El trabajo de mejora en Cuba no ha sido una
excepcion, nuestras variedades provienen de un grupo
reducido de formas originales conocidos como clones de
fundacion (10).

Los objetivos del presente trabajo fueron:

% Determinar los grupos de diversidad molecular presen-
tes en una coleccion de clones del complejo Saccharum,
para asistir a la recomendacion de progenitores en el
programa de mejoramiento de este cultivo.

% Recomendar fuentes genéticas novedosas como pro-
genitores para el mejoramiento.
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% Confirmar el valor practico de los descriptores
moleculares para la identificacién taxondémica de clones
del complejo Saccharum.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se analizaron 89 formas originales, re-
presentantes de los cuatro grupos de comportamiento
agroproductivo presentes en el germoplasma previamen-
te informados (11). Estan representadas: 34 formas sil-
vestres de origen desconocido (clones ECL); 30 clones
S. officinarum y un hibrido simple; S. spontaneum (9); S.
robustum (2); S. barberi (3); S. sinense (6) y Erianthus
spp. (4) (Tabla ).

Todas las muestras vegetales fueron suministradas
por el banco de germoplasma de la Estacion Territorial de In-
vestigaciones de la Cafia de Azlicar del INICAen Matanzas.
Analisis molecular. EI ADN gendmico total de cada
genotipo se aislé a partir de hojas liofilizadas (12), y fue-
ron digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll,
BamHI, EcoRIly EcoRYV, segun las recomendaciones del
fabricante (Amersham). Las electroforesis para la sepa-
racion de los fragmentos se realizaron en geles de agarosa
0.8 % en buffer TAE (Tris acetato 40 mM, EDTA1mM) y
las transferencias de los fragmentos a membranas de
nylon (Hybond N+, Amersham) se realizaron por el proce-
dimiento alcalino (NaOH 0.4 N). Se emple6 el método de
marcaje radioactivo de las sondas con *?P utilizando jue-
gos de cebadores arbitrarios (Amersham) (12). Los pe-
sos moleculares se determinaron por comparacién con
el marcador de peso molecular Raoul | (Appligene).
Amplificacion con cebadores especificos de Saccharum
spp. Se realiz6 la amplificacién del r-ADN 5S con los
cebadores informados positivos en las especies Erianthus
arundinaceus (fragmento de 500 bp) y Saccharum
officinarum y Saccharum robustum (fragmento de 320 bp)
(14) y correspondientes a las secuencias:

5-GTGACCTCCTGCGAAGTCCT-3'
5-CCCATCCGTGTACTACTCTC-3'

La reaccion se realiz6 empleando 5 ng de ADN
gendmico de cada genotipo como molde y usando el si-
guiente programa: un ciclo de 3 min a 94°C; 27 ciclos de
55 seg a 93°C; 15 seg a 55°C y 30 seg a 72°C (14). Los
resultados de todas las amplificaciones fueron analiza-
dos en geles de agarosa 1.5 % en buffer TBE a 10 V/cm.
Los pesos moleculares se determinaron por comparacion
utilizando como marcador de peso molecular un Ladder
de 1 kilobase (Appligene).

Analisis de la diversidad genética mediante RFLP
citoplasmaticos. La determinacién de los grupos de di-
versidad citoplasmética presentes en la coleccion se rea-
liz6 utilizando seis marcadores RFLP previamente infor-
mados (15) y revelados mediante las siguientes sondas:
una sonda de cloroplasto, la subunidad larga de la ribulosa
1,5 bifosfato carboxylasa (Grd Rubisco) de espinaca, que
revela los fragmentos HC . especifico de clones de
Erianthus spp.y BC7 caracteristico de clones ECL del
citofondo E y las siguientes sondas mitocondriales de la
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Tabla |. Compaosicién de la coleccién de clones del complejo Saccharum estudiada

Cod. Nombre Origen* Cod. Nombre Origen* Cod. Nombre Origen*

1 E. sara Erianthusspp. 31 ECL4-3-85 Desconocido 61 1J 8001 S. officinarum
2 E. elegans Erianthus spp. 32 ECL6-8-85 Desconocido 62 1J 8002 S. officinarum
3 NC100 Erianthus spp. 33 ECL6-7-85 Desconocido 63 PSA49 S. officinarum
4 ECL6-10-85 Desconocido 34 Nagori S. spontaneum 64 51ING92 S. officinarum
5 ECL1-30-85 Desconocido 35 ECL1-31-85 Desconocido 65 Tibbo Mird S. officinarum
6 ECL1-24-85 Desconocido 36 Mandalay S. spontaneum 66 Keong Java S. officinarum
7 ECL 6-6-85 Desconocido 37 Burma S. spontaneum 67 Migronne S. officinarum
8 ECL5-4-85 Desconocido 38 SH244 S. spontaneum 68 Ajax S. officinarum
9 ECL1-7-85 Desconocido 39 SES13 S. spontaneum 69 28NG15 S. officinarum
10 ECL1-33-85 Desconocido 40 SES182 S. spontaneum 70 NC30 S. officinarum
11 ECL1-26-85 Desconocido 41 Tabongo S. spontaneum 71 NC39 S. officinarum
12 ECL1-12-85 Desconaocido 42 US56-15-8 S. spontaneum 72 NC33 S. officinarum
13 ECL1-18-85 Desconocido 43 ECL3-3-85 Desconocido 73 NC80 S. officinarum
14 ECL1-32-85 Desconocido 44 ECL1-35-85 Desconocido 74 Cristalina S. officinarum
15 ECL1-8-85 Desconocido 45 ECL6-1-85 Desconocido 75 Horne S. officinarum
16 ECL1-10-85 Desconocido 46 51ING63 S. robustum 76 Badila S. officinarum
17 ECL1-6-85 Desconocido 47 5INGI1 S. robustum 77 Areneta S. officinarum
18 ECL1-19-85 Desconocido 48 Japonesa S. sinense 78 Loethers S. officinarum
19 ECL1-37-85 Desconocido 49 Cayana 10 S. sinense 79 Rarotonga 2 S. officinarum
20 ECL1-15-85 Desconocido 50 Oshima S. sinense 80 H. Broewang S. officinarum
21 ECL1-17-85 Desconocido 51 Uba S. sinense 81 B. Hitan S. officinarum
22 ECL1-36-85 Desconocido 52 Ubade Natal S. sinense 82 Zopilota S. officinarum
23 ECL3-5-85 Desconocido 53 Tekcha S. sinense 83 Caiara S. officinarum
24 ECL3-2-85 Desconocido 54 Kewali S. barberi 84 B. Cheribon S. officinarum
25 ECL3-8-85 Desconaocido 55 Hemja S. barberi 85 Rarotonga 1 S. officinarum
26 ECL3-10-85 Desconocido 56 Hatooni S. barberi 86 Djapara Red S. officinarum
27 ECL3-14-85 Desconocido 57 Chunnee S. barberi 87 A. Mauritius S. officinarum
28 ECL3-11-85 Desconocido 58 Morada Desconocido 88 Morada Antigua S. officinarum
29 ECL1-29-85 Desconocido 59 CP36-112 HS. 89 H. Rwandang Erianthus spp.
30 ECL3-13-85 Desconocido 60 Monjet Gayan S. officinarum

* Segun el catalogo del Banco del Germoplasma del INICA (13)

ATP sintetasa de maiz: subunidad 6 (ATPasa 6) que re-
vela el fragmento IC_, caracteristico de Erianthus spp. y
la subunidad 9 (ATPasa 9) que revela el fragmento VC
especifico de clones de Saccharum spp. Estas sondas
fueron gentilmente proporcionadas por el Centre de
Coopération International en Recherche Agronomigue pour
le Développement (CIRAD).

Se utilizaron solo las bandas polimorficas, previa
comprobacion de su independencia mediante el coeficien-
te de correlacion simple de Pearson (P<0.05), las cuales
se evaluaron de forma binaria considerando 0 como au-
sencia y 1 como presencia. A partir de las matrices de
datos originales se calculé la similitud genética (SGij)
entre cada par de genotipos (16, 17):

SG1 =2a/(2a+b+c)
donde:

a: presencia de la banda en los genotipos iy j
b: presencia de la banda en el genotipo i y ausencia en j
c: ausencia de la banda en el genotipo i y presencia en j

Los agrupamientos de los genotipos se efectuaron
basados en los valores de disimilitud (1-SGij) entre todos
los pares de clones, empleando el algoritmo secuencial
aglomerativo jerarquico y anillado (SAHN, Sequencial

ECL: Expediciéon Cuba-Laos, HS: hibrido simple de S. officinarum

Aglomerative Hierarchical and Nested) (18). EI método
de agrupamiento utilizado fue el basado en la media arit-
mética no ponderada (UPGMA, Unweighted Pair-Group
Method Arithmetic Average) mediante el paquete esta-
distico NTSys-pc version 2.02i por presentar los valores
cofenéticos méas adecuados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion taxondmica mediante la amplificacién con
cebadores especificos de Saccharum spp. La amplifica-
cién del gen del r-ADN 5S permite diferenciar las especies
E. arundinaceus (fragmentos de 500 pb) y S. officinarum
(fragmento de 320 pb) (19). La amplificacion con estos
cebadores revelo la presencia de ambos tipos de bandas
en los clones de la coleccion estudiada (Figura 1). Los
resultados confirmaron los obtenidos previamente en un
grupo de 11 clones silvestres (ECL) (20) y en los genotipos
testigos de S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense,
S. barberi S. robustum y Erianthus spp., asi como per-
mitieron determinar la contribucion nuclear de Saccharum
spp. y Erianthus spp. en clones Erianthus spp., S.
spontaneum, S. officinarum, S. robustum, S. sinense,
S. barberi y nuevos silvestres ECL.
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Carriles en A: 1.ECL 1-31-85, 2.ECL 1-24-85, 3.ECL 1-6-85, 4.ECL 1-7-85,
5.ECL 1-8-85, 6.ECL 1-10-85, 7.ECL 1-12-85, 8.ECL 1-30-85,
9.ECL 1-14-85, 10.ECL 6-6-85, 11.ECL 1-15-85, 12.ECL 1-17-85,
13.ECL 1-18-85, 14.ECL 1-19-85, 15.ECL 1-26-85, 16.ECL 1-32-85,
17.ECL 1-33-85, 18.ECL 1-36-85, 19.ECL 1-37-85, 20.ECL 3-1-85,
21.ECL 3-2-85., 22.ECL 5-4-85, 23.ECL 6-10-85, 24.ECL 6-7-85,
25.ECL 6-8-85, 26.ECL 1-29-85, 27.ECL 3-3-85

Carriles en B: 28.ECL 3-5-85, 29.ECL 3-8-85, 30.ECL 3-13-85,
31.ECL 3-10-85, 32.ECL 3-14-85, 33.ECL 3-11-85, 34.ECL 3-15-85,
35.NC 100, 36.ECL 4-3-85, 37.Tabongo, 38.SH 244, 39.SES 13,
40.SES 182, 41.Horne, 42.Black Cheribon, 43. Erianthus elegans
pb: pares de base

Figura 1. Identificacion taxondmica de los clones
ECL y un grupo de clones de la coleccién
utilizando cebadores especificos del gen
del ADN ribosomal 5S

Estos resultados estédn en concordancia con los in-
formados en la literatura (19, 21), donde se han detecta-
do variaciones en el gen del ADN ribosomal 5S de clones
S. spontaneum, S. officinarum y E. arundinaceus con
estos cebadores. Los resultados alcanzados en el presente
trabajo permiten informar, por primera vez, amplificacion con
este par de cebadores para las especies S. robustum,
S. sinense, S. barberi, E. elegans y E. sara.
Determinacién de grupos de diversidad citoplasmatica.
En la Figura 2 se presenta a modo de ejemplo una de las
radiografias obtenidas, a partir de las cuales se obtuvo el
agrupamiento de los genotipos estudiados basados en el
polimorfismo citoplasméatico detectado. En la Figura 3 se
observan cuatro grupos de diversidad (I-IV), los cuales se
describen a continuacion:

# El grupo |, en él se ubican los tres clones testigos de
Erianthus spp. Este fondo genético es coincidente con
el citofondo D presentado previamente (13),
adicionandose a este grupo el clon ECL 6-1-85 no evalua-
do anteriormente, resultado que evidencia la presencia
de un nuevo citofondo en la coleccion de clones ECL.

# El grupo I, que comprende la totalidad de los clones
Saccharum robustum (subgrupo B1), S. spontaneum
(subgrupo B2) y todos los clones ECL, excepto cuatro

de estos. Este grupo coincide con los citofondos B y
C presentados (15), trabajo realizado con un grupo
menor de clones. No hay bandas propias de todos los
miembros de este grupo que los diferencie del grupo llI; la
identificacion del subgrupo B1 debe efectuarse sobre la
base de los descriptores botanicos de S. robustum en
relacion con los clones de S. officinarum (grupo 1ll), ya
que ambos son portadores de los marcadores VC _ (EcoR
V-ATPasa9)y BC  (BamH I-ATPasa6); por otra parte, el
subgrupo B2 (S. spontaneum) se diferencia del subgrupo
B1y del grupo Il por la ausencia del marcador BC .

# El grupo Ill, incluye la totalidad de los genotipos
S. officinarum, S. barberi y S. sinense, con excep-
cion de la variedad Japonesa, la cual presenta un ori-
gen dudoso. Este fondo genético coincide con el
citofondo A presentado (15). Todos sus miembros mues-
tran los marcadores de grupo VC_, BC 'yHC _(Grd.
Rubisco) asociados al género Saccharum y carecen
del fragmento BC,_ (BamH I-ATPasa 6).

# Finalmente, el grupo IV incluye a los clones ECL del
citofondo E previamente informado (15). Los represen-
tantes de este grupo de diversidad presentan los mar-
cadores asociados al mismo BC, (BamH I-Grd.
Rubisco) y BC , (BamH I-ATPasa 6).

Figura 2. Resultado de la combinacion enzima son-
daEcoRV-ATPasa9.LabandaVC18 esta
presente en los clones ECL localizados en
el grupo de diversidad citoplasmaticall (ca-
rriles 8, 10-25). Este fragmento esta ausen-
te en el resto de los clones ECL ubicados
en los grupos ly IV (carriles 5-7,9) y en los
clones testigos E. saray E. elegans (carri-
lesly 2)

Nuevamente la diferenciacion entre los subgrupos B2,
detectada en este trabajo, y el grupo C informado (15)
(VC,*+ BC ) debe apoyarse en descriptores botanicos,
o bien, en los RFLP especificos del fondo ECL presenta-
do anteriormente (20). EI empleo del marcador BC,,
(BamH I-ATPasa 6) de muy alta frecuencia en el grupo C
y presente por excepcién en el subgrupo B2 puede corro-
borar también la clasificacion botanica.

El fondo de diversidad citoplasmatico A presentado
en el estudio previo considerando un nimero menor de
genotipos (15), cuyos clones son resaltados en la Tabla I,
puede ser subdividido ahora en cuatro citofondos.
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Figura 3. Andlisis de conglomerados de los estimados de distancia basados en el polimorfismo citoplasmatico

Tabla Il. Nuevos fondos de diversidad molecular detectados en el citofondo A previamente informado

Subgrupos
Al A2 A3 A4
Badila (o) Morada Antigua (0) Ashy Mauritius (o) NC 39 (0) Oshima (si)
Djapara Red (0) Ajax (0) Rarotonga 1 (0) NC 30 (0) Uba de Natal (si)
NC 80 (0) Black Cheribon (0) Bandjarmasin Hitan (0) 28 NG 15 (o) Cayana 10 (si)
CP 36-112 FS (0) Keaong Java (0) Hitan Broewang (0) Migronne (0) Hatooni (b)
Hemja (b) Caiara (0) Rarotonga 2 (0) TibboMird (o)
Chunnee (b) 13 8002 (0) Loethers (0) 51 NG92 (o)
Teckcha (si) Zopilota (o) Areneta (0) PSA 49 (o)
Kewali (b) Horne (o) 1J 8001 (o)
Cristalina (0) Monjet Gayan (0)
NC 33 (0) Morada (desc)

Uba (si)

b, si, 0, desc: S. barberi, S. sinense, S. officinarum y origen desconocido, respectivamente
En negritas genotipos evaluados previamente (15)
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Recomendacion de formas asistida por marcado-
res moleculares. Para el manejo asistido en el me-
joramiento de la coleccion de clones ECL, se re-
comienda considerar los tres citofondos presen-
tados y los dos fondos nucleares revelados por
amplificacién especificay que se muestran en la
Tabla Ill.

Adicionalmente, para el manejo integral de la
coleccion en el programa de introgresion, se pro-
pone considerar asimismo los 11 fondos de diver-
sidad genética en los progenitores para la intro-
duccion de genes de resistencia que se muestran
enla Tabla IV.

DISCUSION

Los resultados alcanzados en la caracterizacion de
germoplasma novedoso (clones ECL) son de gran utili-
dad para el mejoramiento genético del cultivo y apoyan
informes previos en cafia de az(car, relacionados con las
ventajas del uso de los marcadores moleculares basa-
dos en secuencias especificas para la identificacion de
clones de origen desconocido (22); de hecho, ocho de
los clones ECL investigados aparecen informados, tenien-
do en cuenta una caracterizacion botanica, como clones
pertenecientes al género Miscanthus spp. (13), por lo que
los resultados de la amplificacion utilizando los cebadores
r-ADN 5S, demuestran que la coleccion cubana de cafia
de azucar no tiene representantes de este género afin.

Tabla Ill. Fondos de diversidad molecular revelados en la colecciéon ECL estudiada

Fondos de diversidad molecular

C(1)S(2)

C(1)E(2) D(1)E(2) E(1)E(2)

ECL 1-6-85
ECL1-7-85
ECL 1-8-85
ECL 1-10-85
ECL 1-12-85
ECL 1-15-85
ECL 1-17-85
ECL 1-18-85
ECL 1-19-85

ECL 1-26-85 ECL 3-8-85
ECL 1-32-85 ECL 3-10-85
ECL1-33-85 ECL 3-11-85
ECL 1-35-85 ECL 3-13-85
ECL 1-36-85 ECL 3-14-85
ECL 1-37-85 ECL 4-3-85
ECL 3-2-85 ECL 6-7-85
ECL 3-3-85 ECL 6-8-85
ECL 3-5-85 ECL 6-10-85

ECL 1-29-85
ECL 1-31-85
ECL 5-4-85

ECL 6-1-85 ECL 1-24-85
ECL 1-30-85

ECL 6-6-85

(1): C, Dy E: fondos de diversidad citoplasmatica prev iamente reportados 15
(2): S, E: resultados de la amplificacién especifica fragmento de Saccharum y Erianthus respectivamente

Tabla IV. Recomendacién de progenitores femeninos y masculinos asistida por los fondos de diversidad

molecular detectados

Tipo de progenitor Grupos de diversidad

Grupos de mejoramiento (2)

molecular (1) 1 2 4
Femeninos A Chunnee CP 36-112 51 NG 92
Ajax Techa Hatooni
Rarotonga 1 Kewali
Rarotonga 2 Hemja
NC 39 138002
Uba de Natal M orada Antigua
Uba Keong Java
Oshima Tibbo Mird
Cayana 10 NC 30
Migronne
PSA 49
M onjet Gayan
B1 NC 100 Japonesa - 51 NG 63
51 NG 91
M asculinos B2 US 56-15-8 - - -
Burma
M andalay
cs ECL 1-7-85 ECL 1-32-85 - ECL 1-26-85
ECL 3-3-85 ECL 1-35-85
ECL 1-18-85
ECL 6-8-85
ECL 3-11-85
CE ECL 5-4-85 ECL 1-30-85 - ECL 1-29-85
EE - ECL 1-30-85 - ECL 1-24-85
ECL 6-6-85
DE - - ECL 6-1-85

(1): A, B1, B2, C, E:; Sy E: fondos de diversidad citoplasmética y amplificacion especifica fragmento de Saccharum y Erianthus respectivamente
(2): (1-4): Grupo de progenitores para la resistencia a estrés biéticos y abiéticos (11)
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La evaluacion de la diversidad genética de los proge-
nitores femeninos es particularmente importante, si se
tiene en cuenta la predominancia de S. officinarum en el
genoma de los cultivares modernos (9). Las ventajas del
uso de los marcadores moleculares son evidentes, el fondo
de diversidad citoplasmatica A presentado en el estudio
previo considerando un nimero menor de genotipos re-
saltados en la Tabla Il puede ser subdividido en cuatro
citofondos (15).

El polimorfismo intraespecifico detectado en los
clones de S. officinarum estudiados en el presente tra-
bajo es coincidente con el informe de la existencia de
una considerable variacién dentro de esta especie (23);
esto reafirma la conveniencia de considerar los
subgrupos de diversidad detectados en estos materia-
les, con el objetivo de hacer un uso mas eficiente de
su variabilidad citoplasmatica a la hora de disefiar los
retrocruces en el programa de introgresion
(nobilizacién) de este cultivo.

Este resultado proporciona tanto a la coleccion es-
tudiada como al germoplasma de informacién de utilidad
en el ajuste inicial, eliminar duplicados, incluir variabili-
dad ausente o aumentar el conocimiento de la diversidad
genética oculta en las especies. Varios tipos de marca-
dores moleculares se han utilizado con igual éxito, en el
estudio de colecciones conformadas para caracteres
cuantitativos (24, 25, 26).

En cafia de azlcar, como en otros cultivos, existe
una tendencia al empleo de enfoques novedosos, que
pueden resultar de utilidad al mejoramiento; el estable-
cimiento de colecciones nucleo, como la informada de
S. officinarum, basada en datos morfolégicos y cuantita-
tivos (27), constituye uno de estos enfoques. Otra de las
mas recientes tecnologias utilizadas la constituye el
empleo de marcadores moleculares para la evaluaciény
caracterizacion del germoplasma; en este sentido, los
resultados alcanzados en este trabajo colocan al mejora-
miento genético de este cultivo en Cuba en una posicion
de avanzada en el uso de estos enfoques novedosos.

La utilizacién de sondas heter6logas en el estudio
de la diversidad citoplasmética confirma, a pesar del alto
grado de conservacién del genoma citoplasmatico, la uti-
lidad de estos marcadores para examinar las relaciones
filogenéticas en especies poliploides. La demostracién
de la ocurrencia de diferenciacién entre los géneros
Saccharum y Erianthus a partir de materiales silvestres
del germoplasma cubano apoya informes previos realiza-
dos en este cultivo (28, 29). Los citofondos especificos
de Erianthus y S. spontaneum detectados en estos ma-
teriales ofrecen una fuente alternativa de citoplasma, que
deben ser considerados para futuros trabajos de mejora-
miento, en especifico para la resistencia a estrés.

Marcadores mas especificos como el polimorfismo
del gen del ADN ribosomal 5S permiten complementar la
identificacion de este tipo de clones. La amplificacion de
estos genes en los clones evaluados en este trabajo pre-
senté una distincién interespecifica entre S. officinarum
y S. spontaneum con respecto a E. arundinaceus (21),
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distincién enriquecida a partir de los resultados alcanza-
dos en el presente trabajo con la inclusiéon de las espe-
cies S. robustum, S. barberi, S. sinense y E. sara, E. elegans
y clones silvestres de origen desconocido (clones ECL).
Estos resultados constituyen un punto de referencia
para abordar la identificacion méas detallada de clones de
cafia de azlcar, mediante el empleo de marcadores
moleculares de alto volumen entre los que se incluyen:
los microsatélites, tecnologia que supera a las aplicadas
hasta el presente en cuanto al nivel de polimorfismo
detectable (30, 31), y los AFLPs que han resultado de
gran valor en estudios para la determinacién de la diversi-
dad genética y la identificacion de varias especies de
plantas (32, 33, 34), incluida la cafia de azucar (35).

CONCLUSIONES

El polimorfismo de ADN nuclear y citoplasmatico
revelado permitio determinar grupos en la coleccion eva-
luada en base a su diversidad genética, para asistir a su
manejo en el programa de introgresion de la cafia de azlcar.

Los resultados obtenidos permiten realizar una ex-
plotaciéon mas eficiente de los progenitores mas
promisorios, con el objetivo de transferir caracteres de-
seables, caracteres que estan presentes en la especie
silvestre S. spontaneum, en el género Erianthus y en los
clones silvestres colectados (clones ECL) .

Los resultados permitiran a los mejoradores utilizar
fuentes citoplasmaticas alternativas, considerando ade-
mas su comportamiento agronémico y la posibilidad de
ser cruzados.

Los resultados confirmaron ademas la identificacion
como Erianthus spp., Saccharum spp. o posibles hibridos
Saccharum x Erianthus de los clones silvestres colecta-
dos (ECL) y adicionalmente informar la distincion
interespecifica entre las especies S. robustum, S. barberi,
S. sinense y E. sara, E. elegans y clones silvestres de
origen desconocido.
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