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CARACTERIZACION MOLECULAR DE UN GRUPO
DE VARIEDADES DE CANA DE AZUCAR DEL PROGRAMA

DE MEJORAMIENTO CUBANO

Mayra Rodriguez®, O. Coto, Ingrid Hernandez, Miladys Delgado

y Maria T. Cornide

ABSTRACT. Inthepresent paper, asugarcane collection used
as parents for early ripening and high sugar content, was
studied by molecular markers based on amplified fragment
length polymorphism technique (AFLP). Fourteen primer
combinations were able to recognize two markers of genetic
diversity groups and 48 individual differential fragments.
These markers allowed to identify 11 out of the 15 genotypes
studied. Thedifferential markerswereintroduced in the Cuban
sugarcane germplasm database (BANCOGER), which could
be also useful for mapping purposes in sugarcane.
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INTRODUCCION

Las tecnologias utilizadas en la evaluacion de varie-
dades y semillas han sido establecidas durante muchos
afios y se basan en enfoques bien establecidos. En este
sentido, la identificacion varietal se realiza cominmente
a partir de la observacién de un grupo de descriptores
morfologicos(1). Sin embargo, muchos de estos
descriptores son caracteres continuos, su expresion es
afectada por factores ambientales y, por otro lado, en
algunas especies el nimero de descriptores de utilidad
es limitado.

Una alternativa potencialmente atractiva para la iden-
tificacion varietal lo constituye el uso de marcadores
moleculares y/o bioquimicos, los cuales resultan tam-
bién de utilidad en la determinacién de la calidad de la
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RESUMEN. En el presentetrabajo serealizael estudio deuna
coleccion de variedades de cafia de azlcar, utilizadas como
progenitores paralamadurez tempranay el ato contenido azu-
carero mediante marcadores moleculares, basado en el
polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP). Con & empleo de 14 combinaciones de cebadores, se
lograron identificar dos marcadores paralos grupos de diver-
sidad genéticay 48 fragmentos diferenciales, que permitieron
laidentificacion de 11 de los 15 genotipos estudiados. Estos
marcadores detectados fueron introducidos en la base de da-
tos del banco de germoplasma de la cafia de azicar en Cuba
(BANCOGER) y resultan de utilidad paralarealizacion defutu-
ros trabajos de mapeo genético del cultivo.

Palabrasclave  cafladeazlicar, variedades marcadores genélicos
mapasgenéticos, polimorfismogenédtico

semillay su sanidad (2, 3, 4, 5). En este sentido, existen
proyectos internacionales que evallan los beneficios po-
tenciales de los marcadores moleculares, teniendo en
cuenta su rapidez y certeza en la evaluacion de lotes de
semilla hibrida (6).

Los métodos basados en la hibridacion, entre los
que se incluyen el polimorfismo de la longitud de los frag-
mentos de restriccion (RFLP), fueron los méas informados
para revelar variaciones en la secuencia de ADN en un
amplio rango de organismos, incluidas las plantas, con-
firmandose ademas sus potencialidades para la identifi-
cacion varietal (6).

Desde 1998, se comenzaron a utilizar en Cuba los
descriptores moleculares, para asistir a los métodos tra-
dicionales en la seleccion de los recursos genéticos del
programa de introgresion de la cafia de azUcar. El primer
sistema de identificacion genotipica basado en RFLP pre-
sento, para dos colecciones de trabajo del germoplasma:
una de formas originales y otra de plantas transgénicas;
grupos de RFLPs de origen nuclear y citoplasmatico fue-
ron utilizados para separar grupos de clones en cada
coleccién y proporcionar informacion de utilidad para la
identificacién taxonémica y el mejoramiento genético (7).

En los momentos actuales, son dos las técnicas
moleculares que mas se explotan en la evaluacion de
variedades y su identificacion: los AFLPs (8) y
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microsatélites (9), ambas tecnologias ofrecen varias ven-
tajas sobre el resto de los marcadores moleculares pre-
sentados (10, 11).

La técnica de AFLP revela fundamentalmente el
polimorfismo dominante, que puede ser por la presencia
0 ausencia del sitio de restriccion o por una simple varia-
cién de un nucledtido en el genoma (12, 13). Una de sus
principales ventajas es que tiene la capacidad de explo-
rar simultaneamente muchas regiones diferentes distri-
buidas aleatoriamente en el genoma (13), por lo que ha
constituido una herramienta muy 0til para la identifica-
cion del genoma y evaluar la diversidad genética en va-
rias especies de plantas, entre las que se incluyen papa-
ya (14), hibridos de musa (15) y en cultivares de
uvas (16), entre otras. Un analisis con multiples combi-
naciones de cebadores puede detectar cientos de loci
genéticos en un corto periodo de tiempo; en ello se basa
la rapidez de esta técnica, su potencia y las necesida-
des minimas de un trabajo inicial (8).

Recientemente, se informé el uso en Cuba de los
AFLP en la caracterizacion de 27 variedades de cafa de
azulcar, recomendadas para su extension por las diferen-
tes estaciones experimentales que conforman el Institu-
to Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azucar
(INICA); estas variedades fueron recomendadas para su
manejo y explotacién en las condiciones donde fueron
estudiadas (17).

Teniendo en cuenta las ventajas descritas anterior-
mente, los objetivos trazados en el presente trabajo fue-
ron detectar marcadores AFLP, que permitan la identifi-
cacion de un grupo de variedades de cafia de azlcar,
regularmente utilizadas como progenitores para el alto
contenido azucarero y la madurez temprana, asi como
recomendar combinaciones de cebadores més
polimérficas, para futuros trabajos de mapeo en proge-
nies derivadas de cruces entre estos progenitores.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se analizaron 15 variedades de cafia de
azUcar, utilizadas regularmente como progenitores en el
programa de mejoramiento de este cultivo en Cuba para
la madurez tempranay el alto contenido azucarero Ja 64-19,
Mex 69-290, Mex 68 P 23, Mex 57-473, CP 74-2005, C
568-75, Mex 66-1235, PR 980, My 5514, C 323-68, Ja 60-5,
C 1051-73, C 87-51, CP 52-43 y CP 72-2086. Las mues-
tras vegetales fueron suministradas por el banco de
germoplasma de este cultivo del Instituto Nacional de In-
vestigaciones de la Cafia de Azucar (INICA).

Andlisis de AFLP. EI ADN genomico total de cada genotipo
se aisl6 a partir de hojas liofilizadas (18). El analisis AFLP
se hizo utilizando el juego namero | del Sistema de Ana-
lisis de AFLP, (GIBCO BRL, Life Technologies). Se si-
guio esencialmente el procedimiento descrito para este
tipo de marcador molecular (8). Los ADN gendémicos fue-
ron digeridos con una combinacién de enzimas: una de
corte raro (EcoRl) y otra de corte frecuente (Msel). Los
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fragmentos digeridos se acoplaron con adaptadores es-
pecificos de doble cadena. Luego se realizaron amplifica-
ciones selectivas con cebadores especificos de una base,
EcoRI+A y Msel+C, seguidas de amplificaciones con
cebadores especificos de tres bases selectivas,
EcoRI+ANN y Msel+CNN (Tablal).

Tabla I. Adaptadores y cebadores utilizados

Adaptadores y cebadores Secuencia

5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-S
5-GACTGCGTACCAATTCA -3
5-GACTGCGTACCAATTCANN-3
5-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5
5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3

5 -GATGAGTCCTGAGTAACNN-3

EcoRlI adaptador

EcoRlI cebador +1 (A)
EcoRI cebador +3 (ANN)
Msel adaptador superior

Msel cebador +1 (C)
Msel cebador +3 (CNN)

Los ADN amplificados fueron desnaturalizados adi-
cionandoles un volumen igual de tampo6n de formamida
(formamida 98 % (v/v), 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.05 %
bromofenol azul (w/v), y 0.05 % xylene cyanol (w/v); fue-
ron calentados durante cinco minutos a 93 °C y enfriados
en hielo rapidamente. Los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al
6.5 % en condiciones desnaturalizantes.

Los patrones de AFLP se visualizaron utilizando el
método de tincién con plata, de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante (Promega Cat. # TMDO0O05). Los geles
se leyeron de forma visual y las bandas polimorficas se
evaluaron de forma binaria con 1y O para la presencia o
ausencia respectivamente. La talla de las bandas se ob-
tuvo por comparacién con un patrén de peso molecular
de 100 pb. La denominacién de las bandas consta prime-
ro del nimero de la combinacion de cebadores a la que
pertenece y después de la propia banda en dicha combi-
nacion.

Para determinar el polimorfismo entre los progenito-
res, se utilizaron las 14 combinaciones de cebadores que
se muestran en la Tabla ll.

Tabla Il. Combinaciones de cebadores utilizados en
laidentificacién de las variedades estudiadas

No. Nucledtido selectivo +3 EcoR I-ANN/Mse |-CNN
combinaciones
1 EcoR| -ACT/ Mse| -CTA
2 EcoR1 -ACA/ Mse| -CAT
3 EcoR1 -ACA/ Mse| -CTA
4 EcoR |1 -ACT/ Mse| -CAT
5 EcoR | -AAC/ Mse| -CAT
6 EcoR1 -ACG/ Mse | -CAC
7 EcoR1 -AAG/ Mse| -CTG
8 EcoR|1 -ACC/ Ms| -CTA
9 EcoR | -AGC/ Mse| -CAA
10 EcoR|1 -ACG/ Mse| -CTC
11 EcoR | -AGC/ Mse| -CTT
12 EcoR |1 -AGG/ Mse| -CTC
13 EcoR | -ACC/ Mse | -CTG
14 EcoR|1 -AAC/ Mse| -CTC
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las 14 combinaciones de cebadores utilizadas pro-
dujeron un total de 1 523 bandas totales, el tamafio de
los fragmentos oscil6 entre 50 y 800 pb, de las cuales
661 bandas, con tallas que oscilaban entre 200-700 pb,
mostraron buena calidad y permitieron discriminar el
polimorfismo existente. Se lograron detectar 309 bandas
polimorficas entre los genotipos, para un 46.7 % de
polimorfismo. Basado en el porcentaje de los fragmentos
polimdrficos, se pueden observar diferencias en los nive-
les de polimorfismo en las combinaciones de cebadores
usadas que se encuentran entre 18.4 y 69 % de
polimorfismo. En la Tabla |1l se muestran los resultados
del polimorfismo revelado por AFLP en las variedades de
cafa de azlcar estudiadas. La Figura 1 muestra una sec-
cién de la electroforesis de AFLP correspondiente a la
combinacion de cebadores EcoRI-ACA/ Msel-CTA.

Tabla lll. Resultados del polimorfismo revelado por
AFLP en las variedades de cafia de azlcar

estudiadas

No. Bandss Bandss Bandas Polimorfisro  Bandas

combinacion  totdes  condderades’  palimarficas? () Unicss
1 124 35 8 3 0
2 100 48 9 1845 2
3 110 53 R 60.37 7
4 81 46 20 4347 3
5 101 37 15 4054 2
6 105 39 25 64.1 6
7 122 53 15 283 3
8 129 51 26 51 2
9 184 85 5 635 7
10 125 2 29 69 3
11 78 51 23 451 6
12 % 40 13 25 5
13 &6 43 29 674 4
14 2 33 1 29 0
Total 1523 661 309 467 43

(1): Bandas consideradas en el rango de 200 a 700 pb
(2): Polimorfismo encontrado en el rango considerado (200-700 bp)

El analisis realizado permitié detectar, en los
genotipos evaluados, la presencia de los dos tipos de
descriptores presentados previamente (16), marcadores
de grupo (G) y marcadores individuales (). Se detectaron
48 fragmentos individuales polimérficos o bandas Unicas
en 12 de las combinaciones de cebadores, que permitieron
identificar a 11 de los 15 genotipos estudiados (Tabla V).
Las variedades C 1051-73, C 87-51, CP 52-43 y
CP 72-2086 no se lograron identificar mediante marca-
dores moleculares individuales, por lo que se recomienda
incluir combinaciones adicionales de cebadores u otro
tipo de marcador que permita su identificacién. Resulta-
dos recientes informados en la cafia de azucar indican
gue los microsatélites facilmente proporcionan informa-
cién, no solo sobre la diversidad genética de los clones 'y
la asociacion entre bandas o patrones de bandas con
caracteres de interés, sino de los patrones para la identi-
ficacion de progenitores e individuos obtenidos por cruza-
miento y la deteccidn de progenies derivadas de polen
contaminado (19).
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Figura 1. Patrones de AFLP obtenidos con lacombi-
nacion de cebadores (EcoRI-ACA/Msel-CTA)
delos progenitores estudiados. (1) C 323-68,
(2) Ja 60-5, (3) C 568-75, (4) Ja 64-19, (5)
CP 74-2005, (6) CP 72-2086, (7) Mex 66-1235,
(8) Mex 69-290, (9) PR 980, (10) My 55-14,
(11) Mex 68 P23, (12) C 87-51, (13) C 1051-73,
(14) Mex 57-473, (15) CP 52-43

Ademas, se detectaron marcadores de grupos en
esta coleccion, que pertenecen a la combinacién de
cebadores EcoRI-ACA/ Msel-CTA (Tabla V). Esta tercera
combinacién de cebadores permitié identificar a los
genotipos que conforman dos grupos presentados previa-
mente en estudios de diversidad genética (20). El primer
grupo esta formado por las variedades PR 980 y My 5514,
las cuales son los Unicos portadores del fragmento 3/11
con una talla de 465 pb. El segundo de los grupos pre-
sentados previamente esta formado por los genotipos
C 323-68y Ja 60-5, variedades que son los Unicos porta-
dores del fragmento 3/4 de 590 pb.

Varios centros de investigacion en todo el mundo
han comenzado a desarrollar recientemente programas
de investigacion, con el fin de utilizar varios tipos de mar-
cadores moleculares para la identificacion varietal en un
amplio rango de cultivos que incluyen el trigo, la cebada,
el tomate y la papa (6). Los esfuerzos nacionales en la
aplicaciéon de los marcadores moleculares AFLP con fi-
nes de identificacién en este cultivo han sido limitados.
Los primeros intentos de aplicacion de este tipo de mar-
cador fueron encaminados a evaluar la variacion
somaclonal en plantas transgénicas y para la proteccién
legal de plantas transgénicas resistentes al ataque de
plagas(21).
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Tabla IV. Bandas diferenciales individuales obtenidas por AFLP de las variedades de cafia de azlcar estudiadas

Cadigo Genotipo Bandas individuales diferenciales

1723 M ex 69-290 banda 4/19
PM (pb) 450

1721 Mex 68 P 23 banda 3/16
PM (pb) 425

1654 Mex 57-473 banda 3/22
PM (pb) 315

1492 Ja 64-19 banda 7/13 11/4
PM (pb) 425 285

1085 CP 74-2005 banda 7/11 11/21
PM (pb) 350 206

2172 PR 980 banda 2/2 6/1
PM (pb) 695 780

2172 PR 980 banda 2/2 6/1
PM (pb) 695 780

622 C 568-75 banda 6/24 9/28 940
PM (pb) 360 352 300

1868 My 5514 banda 3/9 3/17 3/21
PM (pb) 480 400 335

1716 Mex 66-1235 banda 3/32 6/19 9/43 13/7
PM (pb) 235 400 290 280

586 C 323-68 banda 4/9 714 10/5 11/7 14/3 14/20 14/21
PM (pb) 560 495 445 380 520 270 268

1483 Ja 60-5 banda 2/8 3/30 4/2 5/6 5/12 6/9 6/15
PM (pb) 320 245 700 430 315 510 425
banda 8/21 8/23 9/19 9/21 9/36 9/37 10/3
PM (pb) 293 275 370 367 315 310 480
banda 10/15 11/11 11/14 12/1 12/2 12/3 12/5
PM (pb) 363 350 270 500 440 430 405
banda 12/6
PM (pb) 402

PM: peso molecular expresado en pares de bases (pb)

Tabla V. Bandas diferenciales de grupos de diversi-
dad molecular obtenidas por AFLP de las
variedades de cafia de azlUcar estudiadas

Grupo Codigo Genotipo Banda PM (pb)
1 2172 PR 980 311 465
1868 My 5514
2 586 C323-68 3/4 690
1483 Ja60-5

PM: peso molecular expresado en pares de bases (pb)

En cafia de azlcar, los resultados presentados has-
ta el presente indican la utilizacién de los AFLPs, como
via para lograr una caracterizacién preliminar de los nive-
les de diversidad en colecciones silvestres de miembros
del complejo Saccharum y para asistir a la eleccion de
accesiones como posibles progenitores del programa de
introgresién (22). En este sentido, la caracterizaciéon de
las variedades alcanzada en el presente trabajo demues-
tra que también es posible utilizar este tipo de marcado-
res, para asistir al disefio de nuevas estrategias de mejo-
ramiento en hibridos comerciales, en los cuales se acen-
tdan las limitaciones relacionadas con la estrecha base
genética y apoyan el uso potencial de marcadores AFLP
como marcadores genéticos en cafia de azucar, para la
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identificacion dentro del mismo género con la ventaja adi-
cional de una rapida generacién de informacioén (23).

Los marcadores AFLP de grupo e individuales infor-
mados en este trabajo se corresponden con la necesidad
de disponer de un grupo de descriptores internacionalmente
estandarizados (24) para la evaluacion del germoplasma
hibrido del género Saccharum, con el objetivo de facilitar
la verificacion de la identificacion de los clones y también
para ser usado a la hora de estimar las distancias
genéticas (25).

Los resultados alcanzados en este trabajo signifi-
can un paso de avance en el intento de automatizar y
hacer més confiable la identificacion de variedades de
cafia de azlcar en el pais, teniendo en cuenta que hasta
el presente los principales descriptores de grupo e indivi-
duales presentados en genotipos de cafia de azlcar se
relacionan con marcadores RFLP y de cebadores espe-
cificos (7).

Por ultimo, se informan combinaciones de cebadores
polimérficas Gtiles, que han sido utilizadas exitosamente
en la saturacion del mapa genético de este cultivo (24);
la utilidad de este tipo de marcadores moleculares ha
sido demostrada en tomate (26), trigo (27) y cafia de
azucar (28, 29).
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CONCLUSIONES

* Se lograron identificar 48 fragmentos diferenciales, que
permitieron la identificacion de 11 de los 15 genotipos
estudiados, ademas de dos marcadores para los gru-
pos de diversidad genética.

#* Se dispone de informacion acerca de combinaciones
de cebadores, para la realizacion de futuros trabajos
de mapeo genético en progenies obtenidas del cruza-
miento de estas variedades utilizadas como progenito-
res en el mejoramiento genético de este cultivo.

RECOMENDACIONES

* Utilizar los marcadores individuales y de grupos de di-
versidad presentados para la identificacién rapida y pre-
cisa de los hibridos estudiados.

* Realizar combinaciones adicionales de cebadores para
la identificacion del resto de los materiales incluidos
en este trabajo.

* Introducir nuevos marcadores de alto volumen como
los microsatélites para la identificacion varietal; reali-
zar trabajos adicionales para continuar explorando la
diversidad genética de este cultivo y disponer de nue-
vos marcadores polimorficos para futuros trabajos de
mapeo genético.
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