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DETERMINACION DEL NUMERO CROMOSOMICO
DE UN GRUPO DE CLONES SILVESTRES DE ORIGEN
DESCONOCIDO Y CLONES DE FUNDACION

DEL COMPLEJO Saccharum

Roxana Portieles®, Raisa Rodriguez, Ingrid Hernandez, E. Canales

y Maria T. Cornide

ABSTRACT. Sugarcane belongs to Saccharum genus, an
Andropogoneae member of the Gramineae family (Poaceag).
Other genera such as Erianthus and Miscanthus are related
with Saccharum complex which could have contributed to
crop evolution. Saccharum genus is characterized by a high
polyploidy and a frequent aneuploidy; therefore, classical
cytological studies were carried out to give a general
information about sugarcane cytogenetics and to base breeding
programs. The main objective of thispaper wasthe cytogenetic
characterization through chromosomal count of new wild
clones of Saccharum complex coming from “Cuba-Laos’
collecting expedition, to confirm itstaxonomic identification,
which had been previously reported by molecular descriptors,
also to determine the genetic stability of most promising wild
clonesfor itsfurther application to nobilization.
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INTRODUCCION

La cafia de azUcar pertenece al género Saccharum,
todos sus miembros son altamente poliploides y
genéticamente complejos (1).

Una de las principales limitantes del mejoramiento
de la cafia de azucar es la estrecha base genética con
gue cuenta, para obtener nuevas variedades resistentes
a estrés bidticos y abidticos, asi como para las caracte-
risticas acordes a la diversificacion de su produccion.

La principal via de introduccidn de nuevos genes es
a través de la hibridacion introgresiva, utilizando como
progenitor femenino recurrente la especie que aporta el
alto contenido azucarero, Saccharum officinarum, y otras
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RESUMEN. Lacafiadeazlcar pertenecea género Saccharum,
miembro de latribu Andropogoneae de lafamilia Gramineae
(Poaceage). Otros géneros como Erianthus y Miscanthus es-
tan relacionados con el complejo Saccharum y pudieron ha-
ber contribuido alaevolucién del cultivo. El género Saccharum
se caracteriza por una alta poliploidiay una aneuploidia fre-
cuente, por lo que se han llevado a cabo estudios citol 6gicos
clésicos, parabrindar informacion general sobrelacitogenética
de la cafia de azlcar y para fundamentar los programas de
mejoramiento. El presente trabaj o tuvo como objetivo lacarac-
terizacion citogenética mediante conteo cromosomico de un
grupo de nuevos clones silvestres provenientes de una expe-
dicion decolecta“ Cuba-Laos’ del complejo Saccharum, para
corroborar suidentificacion taxondmica, previamenteinforma-
damediante descriptores molecularesy determinar laestabili-
dad genéticade los clones silvestres mas promisorios para su
empleo ulterior enlanobilizacion.

Palabras clave: cafia de azUcar, citogenética, cariotipos,
Saccharum, clones, plantas silvestres

especies, principalmente S. spontaneum (2). Ademas,
ocasionalmente se utilizan géneros afines tales como
Sclerostachya, Narenga, Miscanthus y Erianthus sect.
Rapidium Henrad. Todos estos géneros estan relaciona-
dos con el complejo Saccharum y pudieran haber contri-
buido a la evolucién del cultivo de la cafia de azucar (3).
Erianthus ha sido uno de los géneros mas atractivos con
fines de mejoramiento, pues sus especies tienen tallos
vigorosos, medulares y con bajo contenido azucarero.
Cuando se cruzan con clones del complejo Saccharum,
se obtienen posturas vigorosas, las cuales después de
dos o tres ciclos de retrocruces con hibridos o con clones
de este complejo, se producen cultivares con alto conte-
nido azucarero y con una mejor adaptabilidad para el cre-
cimiento en condiciones de estrés (1, 4).

La complejidad genética de estas especies, las cua-
les presentan diferentes niveles de ploidia, unido a la pre-
sencia eventual de gametos no reducidos, hacen del pro-
ceso de nobilizacién un programa largo, costoso y poco
preciso.
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Los marcadores moleculares y los métodos de ana-
lisis citogenéticos permiten identificar los hibridos y se-
leccionarlos por su estabilidad cromosdmica en cada eta-
pa del proceso, aumentando considerablemente su efi-
ciencia. Por otra parte, desde el punto de vista citoldgico,
para el género Saccharum se han presentado variacio-
nes en cuanto al nimero de cromosomas entre células
pertenecientes a una misma planta y aiin a un mismo
tejido. La ocurrencia de este fendmeno de mosaicismo
cromosOmico ha sido explicado por varios autores (5).

El sureste asiatico constituye un centro de diversifica-
cion importante de estas especies. Para ampliar la base
genética del programa cubano, se efectud una expedicion de
colecta “Cuba-Laos, ECL” (6). Un grupo de clones fueron
seleccionados como promisorios por su vigor y resistencia
a estrés (7). Estos fueron caracterizados y agrupados por
su diversidad genética, mediante marcadores moleculares,
lo cual permitié establecer grupos de diversidad genética
para auxiliar su empleo en la nobilizacién. Como resul-
tado de la caracterizacion botanica y por descriptores
moleculares, éstos fueron identificados taxondmicamente (8).

El presente trabajo tuvo como objetivos confirmar me-
diante conteo cromosémico, la identificacién taxonémica
efectuada y determinar la estabilidad genética de los
clones silvestres mas promisorios para su empleo ulte-
rior en la nobilizacion.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se estudid un grupo de 36 clones silvestres
colectados en el Sudeste Asiético (6), asi como seis clones
testigos de Saccharum spontaneumy Erianthus spp. (Tabla ).
El material vegetal fue suministrado por la Estacién Provincial
de Investigaciones de la Cafa de Azlcar de Matanzas (INICA).
Conteo de cromosomas. Para cada clon estudiado, se to-
maron muestras de dos plantones escogidos al azar, y de
cada individuo muestreado, se tomaron trozos de tallo de
los tercios medio e inferior conteniendo de dos a tres
entrenudos. Luego de su esterilizacion con bicloruro de
mercurio al 0.1 %, se pusieron a germinar en la estufa a
una temperatura de 36 a 38 °C, la humedad se mantuvo
tapandolos con papel Kraft. Las raices de aproximadamente
1 cm de longitud fueron pretratadas con 8-hidroxiquinolina
al 0.002 % durante tres horas a temperatura ambiente y
posteriormente se lavaron con agua destilada. La fijacion
se realiz6 en una mezcla de etanol-acido acético glacial
(3:1), durante 24 horas. Después de lavarse con agua des-
tilada, se conservaron en etanol al 70 % a 10°C. Las rai-
ces se hidrolizaron en HCI 1N a 60°C durante 15 minutos y
unavez lavadas en agua destilada se realizé la tincion con
hematoxilina de Gomori durante dos horas a 60°C. A los
apices colocados en el portaobjeto se les afiadid gota a
gota HAc glacial al 45 %. Luego de colocado el cubreobijeto,
se flameo la preparacion y se realizo el squash. Por Ulti-
mo, se observaron las preparaciones en un microscopio
optico Olympus Vanox-T con cdmara fotogréfica acoplada
y se contaron los nimeros cromosémicos en 50 células
por clon, fotografiandose las mejores placas metafésicas.
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Tablal. Relacién de los clones estudiados e identifi-
caciéon molecular

Nombre Identificacion molecular (9)
PCR ADNr 5S Citofondos

500 pb 320 pb RFLP

Testigos:
S.spontaneum L.:
Tabongo - +
SES182 - +
SES13 - +
Erianthus:

E. elegans + -
E. sara + -
E. arundinaceus + -
Clones ECL:
ECL1-6-85 -
ECL1-7-85 -
ECL1-8-85 -
ECL1-10-85 -
ECL1-12-85 -
ECL1-14-85 -
ECL1-15-85 -
ECL1-17-85 -
ECL1-18-85 -
ECL1-19-85 -
ECL1-26-85 -
ECL1-32-85 -
ECL1-33-85 -
ECL1-35-85 -
ECL1-36-85 -
ECL1-37-85 -
ECL3-1-85 -
ECL3-2-85 -
ECL3-3-85 -
ECL3-5-85 -
ECL3-8-85 -
ECL3-10-85 -
ECL3-11-85 -
ECL3-13-85 -
ECL3-14-85 -
ECL3-15-85 -
ECL4-3-85 -
ECL6-7-85 -
ECL6-8-85 -
ECL6-10-85
ECL1-24-85
ECL1-30-85
ECL6-6-85
ECL6-1-85-1
ECL5-4-85
ECL1-29-85 + -
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ECL- coleccion expediciéon “Cuba-Laos”
B-E- diversidad citoplasmatica de los clones ECL respecto al resto
de los clones

B- clones pertenecientes a S. spontaneum

C- clones ECL gue ocupan una posicién intermedia, cerca de los
clones Saccharum

D- clones pertenecientes al género Erianthus

E- clones ECL que ocupan su posicién dentro de Erianthus.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla Il se muestran los resultados del conteo
de cromosomas de cada clon estudiado.

En los clones Tabongo, E. elegans, E. sara y E.
arundinaceus, utilizados como testigos, el nimero de
cromosomas obtenido coincide con lo informado en la
literatura: Tabongo con 2n= 80 (Figura 1a) coincide con
otros informes (9), E. elegans con 2n= 40 coincide con
algunos autores (10), mientras que para E. Sara (2n= 40-60)
(Figura 1b) y E. arundinaceus (2n= 40-60), el recorrido
cromosémico obtenido se encuentra entre los valores
presentados (11) de 2n= 20-60y de 2n= 30-60 respectivamente.
En el caso de los clones SES 13 y 182, el nimero de
cromosomas no se encontro citado en la literatura consultada.
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Tabla Il. N0omero de cromosomas de los clones estu-

diados
Nombre 2n
Testigos:
S. spontaneum L.:
Tabongo 2n=80
SES 182 2n=64-80
SES 13 2n=54-64
Erianthus:
E. elegans 2n=40
E. sara 2n=40-60
E. arundinaceus 2n=40-60
Clones ECL:
ECL 1-6-85 2n=54-80
ECL 1-7-85 2n=64-80
ECL 1-8-85 2n=64-80
ECL 1-10-85 2n=56-72
ECL 1-12-85 2n=64-80
ECL 1-14-85 2n=64-80
ECL 1-15-85 2n=64-80
ECL 1-17-85 2n=54-74
ECL 1-18-85 2n=64-76
ECL 1-19-85 2n=60-80
ECL 1-26-85 2n=64-80
ECL 1-32-85 2n=54-76
ECL 1-33-85 2n=60-80
ECL 1-35-85 2n=64-72
ECL 1-36-85 2n=72-80
ECL 1-37-85 2n=58-76
ECL 3-1-85 2n=64-80
ECL 3-2-85 2n=64-80
ECL 3-3-85 2n=56-80
ECL 3-5-85 2n=64-80
ECL 3-8-85 2n=64-80
ECL 3-10-85 2n=58-72
ECL 3-11-85 2n=64-74
ECL 3-13-85 2n=64-74
ECL 3-14-85 2n=64-80
ECL 3-15-85 2n=64-72
ECL 4-3-85 2n=60-72
ECL 6-7-85 2n=54-66
ECL 6-8-85 2n=64-80
ECL 6-10-85 2n=64-80
ECL 1-24-85 2n=30-40
ECL 1-30-85 2n=30-40
ECL 6-6-85 2n=30-40
ECL 6-1-85-1 2n=30-40
ECL 5-4-85 2n=30-40
ECL 1-29-85 2n=30-40
-
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Figura 1. (a) Cariotipo del clon testigo Saccharum
spontaneum: Tabongo (2n=80) x 400,
(b) Cariotipo del clon testigo de Erianthus:
E. sara (2n=53) x 400
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La especie S. spontaneum presenta un rango de
2n= 40, 42, 44, 54, 56, 64, 72, 80, 96, 112 y 128
cromosomas y un namero basico de x= 8 cromosomas (12).
Sobre la base de estos datos, se puede decir que los
clones ECL 1-6, 1-8, 1-10 (Figura 2a), 1-12, 1-14, 1-15, 1-17,
1-18,1-19, 1-26, 1-32, 1-33,1-35,1-36, 1-37, 3-1, 3-2, 3-3,
3-5, 3-8 (Figura 2b), 3-10, 3-11, 3-13, 3-14, 3-15, 4-3, 6-7,
6-8, 6-10, presentan un recorrido cromosémico compren-
dido dentro del rango descrito para esta especie, coinci-
diendo estos resultados con la clasificacion morfolégica
realizada (13) y con los datos moleculares obtenidos por
otros autores (14).
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Figura 2. Cariotipos delos clones silvestres del com-
plejo Saccharum: (a) ECL 1-10 (2n=78)
x 500, (b) ECL 3-8 (2n=71) x 500

En el caso de los clones ECL 1-7 y 1-26, caracteri-
zados morfolégicamente (13) como representantes del
género Miscanthus, éstos presentaron un rango
cromosomico tipico de Saccharum, ademas de amplifi-
car la banda de 320 pb, caracteristica de este género,
por lo que pudieran ser ubicados dentro de él y proba-
blemente dentro de la especie S. spontaneum L. Este
resultado se puede corroborar por las variedades testi-
gos estudiadas, Tabongo 2n=80, SES 182 2n=60-80y
SES 13 2n=54-64, las cuales pertenecen a la especie
S. spontaneum L.

Para los clones ECL 1-24, 1-30 (Figura 3a), 6-6, 6-1,
5-4y 1-29 (Figura 3b), el rango cromosémico de 2n= 30-40,
coincide con el descrito en la literatura para el género
Erianthus, el cual presenta una diversidad genética de
2n= 20, 30, 40, 50, y 60 cromosomas (15, 16),
corrobordndose este resultado con el numero
cromosémico obtenido en este trabajo para E. elegans,
E. saray E. arundinaceus de 2n= 40y 2n= 40-60 res-
pectivamente, y con los resultados de algunos autores
(14), donde se obtuvo amplificacion especifica de
Erianthus. En el caso de los primeros (ECL 1-24, 1-30,
6-6 y 6-1), sucomportamiento citoplasmatico es seme-
jante a las especies del género Erianthus, por lo que
todas las evidencias apuntan a que estos clones perte-
necen inequivocamente a este género.
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Figura3. Cariotipos delos clones silvestres de Erianthus:
(a) ECL 1-30 (2n=40) x 400, (b) ECL 1-29
(2n=42)x 400

Desde el punto de vista citoplasmatico, el comporta-
miento es diferente para los clones ECL 5-4 y 1-29, los
cuales se agrupan en el genofondo C, mas proximo a la
especie S. spontaneum L. Teniendo en cuenta que las
evidencias nucleares (nimero de cromosomas y amplifi-
cacion especifica) asi como agromorfoldgicas de estos dos
clones los asemejan a Erianthus, es de presumir un ori-
gen hibrido intergenérico, debiendo ser el progenitor feme-
nino un representante de Saccharum y probablemente un
S. spontaneum, el cual aporta el genoma citoplasmatico,
seguido por la eliminacion en bloque de los cromosomas
del progenitor masculino Erianthus (17). La ausencia de
evidencias nucleares del progenitor Saccharum en estas
accesiones pudiera explicarse ademas por el fendmeno
de particién genética o fraccionamiento del complemento
cromosoOmico. Este evento ocurre en hibridos formados
entre especies que se encuentran alejadas genéticamente,
donde los cromosomas pertenecientes a un genomio pre-
sentan, como un conjunto, un comportamiento citoldgico
diferente a los restantes genomios del complemento
cromosémico, que se manifiesta en asincronias de los ci-
clos de condensacion cromosomica, pudiendo ocurrir la
eliminacién de cromosomas o incluso del genomio com-
pleto de uno de los progenitores (18, 19).

CONCLUSIONES

® L os clones ECL caracterizados citogenéticamente, me-
diante el conteo del nimero cromos6mico, constituyen
nuevas accesiones representantes de los géneros
Erianthus (ECL 1-24, 1-30, 6-6, 6-1, 5-4 y 1-29) y
Saccharum (ECL 1-6, 1-7, 1-8, 1-10, 1-12, 1-14, 1-15, 1-
17,1-18,1-19, 1-26, 1-32, 1-33,1-36, 1-37, 3-1, 3-2, 3-3,
3-5, 3-8, 3-10, 3-11, 3-13, 3-14, 3-15, 4-3, 6-7, 6-8, 6-10).
Se demuestra la efectividad del uso conjunto de mar-
cadores citogenéticos y moleculares en la identifica-
cién taxondmica de nuevas accesiones de naturaleza
poliploide complejay de origen desconocido, con vis-
tas a su conservacion, manejo y mejoramiento genético.
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