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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion planteé como objetivo principal la
caracterizacion molecular de 249 variedades y clones que forman parte
del Banco de Germoplasma de cafia de azlucar del Centro de
Investigaciones de Cafia de Azucar del Ecuador (CINCAE). La
caracterizacion se realizé usando la técnica molecular de reaccion en

cadena de la polimerasa con primado arbitrario (AP-PCR).

La metodologia que se sigui6 para alcanzar el objetivo planteado consiste en
la extraccion de ADN, utilizando el protocolo de microextraccion descrito por
Doyle y Doyle (1990) modificado para las condiciones del laboratorio del
CINCAE. La cuantificacion y determinacion de calidad se hizo por medio de
minigeles al 0.8%, usando DNA Low Mass Ladder (Invitrogen, 10068-013)
como marcador. Las muestras se migraron a 100 V o 60 mA por 25 min. y las
fotos capturadas usando el fotodocumentador (UVP Biodoc-1t™ and VisiDoc-

It Systems).



VIl

Para la obtencion de los perfiles RAPDs, se tomé como referencia el
protocolo original de William et al. (1993) adaptado para cafia de azlcar
(Goémez, 2005). Para la amplificacion se utilizé un termociclador marca
Techne (Flexigene), seleccionando el programa con una desnaturalizacion
inicial a 92 °C por 4 min, 40 ciclos de amplificacion con desnaturalizacion
ciclica a 92°C por 1 min, a la temperatura 6ptima de anillamiento del primer
por 1 miny 2 min de elongacion ciclica a 72 °C ; y una extension final a 72 °C

por 7 min.

Los productos RAPD fueron separados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa preparada al 1.5% en buffer TBE 1X, utilizando un
marcador de referencia (1 Kb DNA Ladder Marker), a 120 V durante 2 horas
y 20 minutos. Para visualizar los fragmentos amplificados los geles fueron
revelados con Bromuro de Etidio y la imagen capturada por el sistema de

fotodocumentaciéon bajo luz ultravioleta (UVP Gel Documentation System).

Las reacciones AP-PCR se realizaron empleando 29 iniciadores de la serie
OP (Operon Technologies Inc.), que fueron seleccionados de acuerdo a

polimorfismos definidos en otros trabajos en cafia de azUcar.



La informacion molecular en patrones RAPDs fue analizada mediante la
cuidadosa inspeccion visual de los geles, codificandose en base binaria,
donde 1 indica presencia y 0 ausencia de la banda de amplificacién, dando
origen al “Fingerprinting” para cada variedad. Con estos valores se calculo el

coeficiente de distancia Jaccard (Crisci y Lopez, 1983).

La técnica AP-RAPD permitié amplificar un total de 413 bandas, de las
cuales 154 bandas son polimérficas con un rango de peso molecular de
500-3900 pb. Considerando el numero total de bandas amplificadas y
polimorficas se obtuvo 37.29% de polimorfismo. Con el uso del
software NTSYS pc, y seleccionando a Jaccard para encontrar los
coeficientes de similitud y utilizando la opcién UPGMA se gener6 un
dendograma donde se identificaron 20 grupos representativos y un
33.3% de variedades no agrupadas. El promedio de similitud alcanzado

por los genotipos es del 65.5%.

Entre las variedades/clones en estudio se observaron accesiones con nombres/codigos
repetidos, las cuales se debian identificar si eran duplicados o accesiones con
nombres incorrectos. Los perfiles RAPDs mostraron porcentajes de similitud entre
63-100% entre éstas variedades.

Los resultados del presente trabajo permitieron identificar la variabilidad genética de
la Coleccion Universal del CINCAE, complementando los estudios realizados en la
primera parte de la coleccion. Se establecieron grupos de variedades determinando
cercanias y semejanzas de las mismas; ademas, se compararon datos moleculares con
algunos datos morfoldgicos para identificar duplicados de variedades presentes en el



Banco de Germoplasma. Esto ayudara a planificar mejor los cruzamientos a realizar y
obtener las mejores combinaciones genéticas para seleccionar en forma eficiente los
nuevos cultivares. Ademas, permitira la formacion de un banco de datos a nivel
molecular de las variedades y clones presentes en la Coleccion Universal del
CINCAE.
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INTRODUCCION

Para usar exitosamente la variabilidad genética, se necesita describir los
caracteres agrondémicos beneficiosos del germoplasma conservado, a través
de una evaluacion sistematica de las colecciones. Las colecciones de
germoplasma deben ser adecuadamente evaluadas para su uso posterior en
los programas de mejoramiento genético, estudio de la evolucion, asi como
identificar caracteres utiles para la agroindustria, entre otros usos. Estas
colecciones proveen a los mejoradores de variantes genéticas, genes o
genotipos, que les permitan responder a los nuevos desafios del

mejoramiento genético (Castillo, 1996).

Hace pocos afios, la caracterizacion se basaba solo en el registro de datos
morfolégicos cualitativos o0 cuantitativos, por lo que los marcadores
morfologicos contribuyeron significativamente al establecimiento de los
principios teoricos del mapeo genético y de los analisis de linaje genético y el
agrupamiento de especies. Sin embargo, el numero reducido de marcadores
fenotipicos reducia la posibilidad de encontrar asociaciones significativas
entre estos marcadores y caracteres de importancia econémica (Teixeira,

2001).



Es asi que, el uso de marcadores moleculares basados en proteinas
(isoenzimas) y recientemente marcadores moleculares basados en ADN
(Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP), el
desarrollo de los marcadores moleculares basados en PCR tales como
Amplificacibn al Azar de ADN Polimérfico (RAPD), Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP) y mas recientemente los
Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSRs) han permitido la
caracterizacion en gran escala de colecciones de germoplasma (Cordeiro et

al., 1999).

En cafia de azlcar, se encuentran en desarrollo diferentes aplicaciones de
estos marcadores, estudio de las relaciones filogenéticas, de la estructura
gendmica y la identificacion de los miembros del complejo Saccharum; la
identificacion y eleccidbn de progenitores; la construccion de mapas de
ligamiento de marcadores moleculares y la ubicacion de regiones que
intervienen en el control de caracteres cuantitativos de interés (QTLS); asi
como su empleo en la seleccion del contenido en fibra, el contenido

azucarero y la resistencia a escaldadura, entre otros (Offmann et al., 2000).

La técnica de RAPDs (Harley et al., 1996), involucra la ampliacion del ADN
gendémico en presencia de iniciadores “primer” arbitrarios, sin previo
conocimiento de la estructura genética, es de facil ejecucion, de costo

reducido y aplicable a cualquier organismo. Sin embargo, existen problemas



de repetibilidad de sus productos de amplificaciéon, ademas del bajo
contenido de informacion genética por locus, debido a sus marcadores
dominantes. Este marcador detecta un alelo por locus, la presencia de una
banda en el gel identifica individuos homocigotos dominante (AA) y
heterocigotos (Aa), sin permitir distincién entre ellos. Los RAPDs pueden ser
tiles en estudios de diversidad genética dentro y entre poblaciones, ayudan
a mapear genes complementando a los RFLPs, y establecen el patron

genético de una poblacion (Teixeria, 2001).

OBJETIVOS

1. Caracterizar molecularmente la variabilidad genética de 249 clones y
variedades de cafia de azucar que corresponden a la segunda parte

del Banco de Germoplasma del CINCAE,

2. Establecer las diferencias y semejanzas entre las variedades/clones

evaluadas para su uso posterior en cruzamientos.

JUSTIFICACION

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, la Cafia de Azlcar en

el Ecuador aporta con un 12 % al PIB agricolay en 1.4 % al PIB general,



siendo el area de cultivo de cafia de azucar equivalente a 82749 ha, de las
cuales el 74 % esta cubierto con la variedad Ragnar. Adicionalmente la
industria en época de zafra genera mas de 30000 empleos, asi como un
namero alto de familias dependen directa o indirectamente del cultivo, ya que
el azlcar se usa para varios productos elaborados y semielaborados. Por lo
gue es prioritario que se obtengan nuevas variedades seleccionadas bajo las

condiciones agroecoldgicas de la zona de produccion de cafia de azucar.

Es asi que, la caracterizacion molecular de la segunda parte de las
variedades del Banco de Germoplasma del CINCAE permitira: completar los
datos moleculares generados en la primera caracterizacion; establecer
semejanzas y diferencias entre las variedades analizadas; conocer la
variabilidad genética presente en el Banco de Germoplasmay
posteriormente ayudara a seleccionar individuos para cruzamientos en el
programa de mejoramiento, para la obtencion de variedades de alto interés

agronomico e industrial.



CAPITULO 1

1. EL CULTIVO DE LA CANA DE AZUCAR

La cafa de azUcar es considerada uno de los cultivos mas complejos
genéticamente, puesto que presenta caracteristicas citogenéticas excepcionales con
relacion a la mayoria de las plantas (Grivet et al., 1994). En este cultivo se
encuentran fendmenos tales como poliploidia, aneuploidia, mosaicismo
cromosomico, irregularidades meioticas, etc. (Moore y Irvine, 1991; Nair et al.,

1999).

Las principales especies del género Saccharum, S. officinarum y S.
spontaneum, han contribuido a originar los actuales cultivares de cafia de
azucar. S. officinarum es conocida por conferir altos contenidos de
azucar o como cafia “noble” (Bremer, 1961) y generalmente se
caracteriza por tener un niumero cromosémico de 2n = 80 (Jannoo et al.,
1999) y S. spontaneum que es una especie silvestre, con un amplio

rango de numero cromosomico de 2n = 40 a 128, contribuye a



incrementar la resistencia a enfermedades, adaptabilidad y tolerancia a
las condiciones de estrés (Roach, 1972; Daniels, 1975; Sreenivasan,
1987; D’Hont, 1996; Jannoo et al., 1999). Este cruzamiento natural ha
dado como resultado complejos poliploides que contienen mas de 100

cromosomas (Heinz, 1987; Harvey, 1996).

1. 1. Origen de la Cafia de Azlcar.

La cafia de azucar ha sido utilizada y cultivada desde los albores de la
agricultura, lo que explica la complejidad para su estudio, dado el gran
namero de cruzamientos desde sus origenes. Es asi que, Saccharum
robustum es considerada como la especie de arranque y el
archipiélago de Melanesia en Nueva Guinea (8000 a 15000 afios AC)
como su lugar de origen, de donde se difundié hacia las islas vecinas

de China e India.

En 1493, Cristébal Colon en su segundo viaje a América, la trajo a las
islas del Caribe, particularmente a la Espafola, la cual corresponde
hoy a Republica Dominicana y Haiti, de donde se difundio
posteriormente a Cuba, Puerto Rico, México, Ecuador, Colombia y
Peru. A Brasil fue introducida por los portugueses alrededor del afio
1500 (Buenaventura et al., 1998). Actualmente la cafia de azucar se

cultiva en alrededor de 74 paises, localizados entre los 40° de latitud



Norte y 32° 5” de latitud Sur, cercanas a la linea equinoccial (Agboire

et al., 2000).

1.2. Posicién Taxondmica del Género Saccharum.

Segun Cordeiro et al. 2003 la clasificacién taxonémica sugerida es la

siguiente:

Reino: Eukaryota

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliatae
Orden: Poales
Familia: Poaceae (Graminea)

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Andropogoneae

Subtribu: Saccharinae (Benths)

Género: Saccharum

Especies: officinarum L.
sinese Roxb.
barbei Jesweit
spontaneum L.

robustum Brandes y Jeswiet.



1.3. Morfologia de la Cafia de Azucar.

La cafa de azUcar es una planta perenne, cultivada en las regiones tropical y
subtropical (Jannoo et al., 1999). Sus partes y apariencia general son
similares a otras gramineas, sus caracteres morfolégicos son usados para su
identificacion permitiendo diferenciar y reconocer variedades existentes, pero
a su vez estos caracteres pueden variar por las condiciones ambientales bajo
las que se desarrolla (Martinez y Romero, 2004). La estructura externa de la

planta esta constituida por:

a.- El sistema radical: constituye el anclaje de la planta y el medio
para la absorcion de nutrientes y agua del suelo. Se encuentra
formado por dos tipos de raices: las raices primordiales o de la
estaca original, siendo muy delgadas y ramificadas con un periodo
de vida de dos a tres meses, hasta cuando aparecen las raices
permanentes, que son numerosas, de rapido crecimiento y su
proliferacion avanza con el desarrollo de la planta (Amaya et

al.,1995; Bull, 2000).

b.- El tallo: es el érgano mas importante de la planta y donde se
almacenan los azucares. La cafia de azucar forma cepas

constituidas por la aglomeracién de los tallos, que se originan de



las yemas del material vegetativo de siembra y de las yemas de los
nuevos brotes subterrdneos. Los tallos de la cafa de azucar estan
formados por entrenudos, separados por nudos en los que se

desarrollan las yemas y las hojas (Amaya et al., 1995; Bull 2000).

c.- La hoja: se origina en los nudos y se distribuye en posiciones
alternas a lo largo del tallo, a medida que este crece. Cada hoja
esta formada por la lamina foliar y por la vaina; la unién entre estas
dos partes se denomina ligula y en cada extremo de ésta existe

una auricula con pubescencia variable.

La lamina foliar es la parte mas importante para el proceso de la
fotosintesis y su disposicion en la planta difiere con las variedades,
siendo las mas comunes la pendulosa y la erecta. Los bordes
presentan prominencias continuas en forma aserrada, cuyo
namero Yy longitud fluctan con la variedad (Amaya et al., 1995;

Bull, 2000).

La vaina por su parte tiene forma tubular, envuelve el tallo y es
ancha en la base, puede ser glabra o recubierta de pelos

urticantes, su color es generalmente verde cuando joven, pero
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cambia a rojo purpura segun la variedad cuando alcanza su

completo desarrollo (Amaya et al., 1995).

d.- La flor: La inflorescencia es una panicula sedosa en forma de
espiga, constituida por un eje principal con articulaciones en las
cuales se insertan las espiguillas, una frente a otra; estas
contienen una flor hermafrodita con tres anteras y un ovario con

dos estigmas.

Cada flor est4 rodeada por unas pubescencias largas que le dan a
la inflorescencia un aspecto sedoso. En cada ovario hay un évulo
el cual, una vez fecundado da origen al fruto o cariépside. El fruto
es de forma ovalada de 0.5 mm de ancho por 1.5 mm de largo

aproximadamente (Amaya et al., 1995; Bull, 2000).

1.4. El Cultivo de la Cafia de Azlcar en el Ecuador.

La cafia de azUcar es uno de los cultivos mas importantes en el
Ecuador, por el area sembrada y su importancia econémica dentro
de la industria en la produccion de azulcar, alcohol y panela,
actividad que genera trabajo para miles de ecuatorianos (Martinez y

Romero, 2004).
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Segun el lll Censo Nacional Agropecuario efectuado en el afio 2000,
el Ecuador posee mas de 85000 hectareas de cafia destinadas a la
produccion de azlcar y para otros usos (INEC, 2003). Mas del
75% del area sembrada son manejadas directamente por los
ingenios azucareros San Carlos (23506 ha), La Trocal (22205 ha) y
Valdez (18388 ha) (SICA, 2002; Informe Anual CINCAE, 2005),
correspondiendo a cultivos propios como aquellos de asesoramiento

directo a caficultores.

Entre las variedades sembradas por los ingenios, la variedad
Ragnar muestra una clara dominancia en los tres ingenios, con un
74% del total de la superficie cultivada; siendo el Ingenio San Carlos
el que mas ha diversificado la siembra de variedades con las
variedades CR 74-250, CC85-92, PR 67-1070 entre otras. Sin
embargo el Ingenio Valdez ha incrementado el area de cultivo de la
variedad B7678; y el Ingenio La Troncal dispone de una superficie

considerable de diferentes variedades entre éstas B7678 y C132-81.

De acuerdo con datos reportados en el Informe Anual del CINCAE
(CINCAE, 2005), las variedades B7678, CR74-250 y CC85-92, han
sido sembradas en superficies por encima de las 2000 ha dentro
del total de area sembrada por el cultivo de cafia de azucar en el

litoral ecuatoriano.
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Como es evidente, la produccién de la cafia en la costa ecuatoriana
depende de pocas variedades introducidas hace varios afios al pais,
y el area que cubre cada variedad depende de los periodos de
produccion o los problemas de manejo que estas presenten,
especialmente debido a su comportamiento agronémico y la
respuesta al manejo tradicional de las mismas. Es asi que, el
elevado porcentaje sembrado con la variedad Ragnar, hace que la
industria se encuentre en un alto riesgo, por el impacto devastador
gue causaria en el sector cafiicultor la aparicion de una nueva
enfermedad o raza mutante de los actuales patdgenos, que afecte a
esta variedad. Por lo que, es prioritario disponer de variedades
locales que ofrezcan alternativas para diversificar y garantizar una

produccion sostenible a largo plazo (Castillo, 2003).

Por tal razdn, el Centro de Investigaciones de la Cafa de Azucar del
Ecuador (CINCAE), mediante el Programa de Variedades ha
priorizado la obtencién de variedades nacionales y el estudio de
variedades introducidas, el mismo que, requiere conocer a los
posibles padres o grupos de variedades que se cruzaran para
obtener las mejores combinaciones genéticas y evaluar su
descendencia en diferentes ambientes, con la finalidad de ofrecerle

al pais, nuevas variedades que reunan mejores 0 iguales
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caracteristicas que la variedad Ragnar, y asi diversificar la

produccion (Castillo et al., 2004; Castillo, 2003).



CAPITULO 2

2. BANCO DE GERMOPLASMA Y CONSERVACION.

Se considera germoplasma al elemento de los recursos genéticos que
maneja la variabilidad genética entre y dentro de la especie, con fines de
utilizaciébn para investigacién, especialmente para el mejoramiento
genético. Correspondiendo dichos recursos a la diversidad genética
contenido en las variedades primitivas, modernas, parientes silvestres de
las especies explotadas, lineas primitivas de valor socioeconémico actual
y potencial, utilizadas para el beneficio de la humanidad (Enriquez, 1991,

Goedert, 2002).

El Banco de Germoplasma es una coleccion de ese material genético,
donde sus objetivos generales son localizar, recolectar y conservar
plantas consideradas de interés prioritario, ademas de estar orientado a la
optimizacién de la conservacion y uso de los recursos fitogenéticos

(Okada, 1991).
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Las estrategias de conservacion de germoplasma dependen principalmente de sus
caracteristicas bioldgicas (caracteristicas morfologicas y fisiologicas, de su
comportamiento germinativo, de su tolerancia al desecamiento y sensibilidad al
congelamiento), de los recursos humanos e infraestructura disponibles, nimero de
accesiones y ubicacion geogréfica (Rao y Riley, 1994). Existen dos estrategias
generales de conservacion de germoplasma establecidas por el Instituto
Internacional de Recursos Genéticos (IPGRI): in situ (ecosistemas y habitats
naturales) y ex situ (bancos de germoplasma de semilla, colecciones de campo, de
semillas y colecciones in vitro), estos métodos no son mutuamente excluyentes
sino mas bien complementarios.

La conservacion ex situ, presenta ventajas de tipo practico al concentrarse el
material genético y la informacion asociada al mismo en bancos de germoplasma,
mejorando el control y constituyéndose en material disponible para investigacion
(Seguel et al., 2000). Sin embargo, las condiciones de conservacion in situ,
constituyen la forma mas apropiada de conservar la entidad bioldgica dentro de su
ecosistema natural, preservando los componentes de su entorno y permitiendo la
continuacion de los procesos evolutivos de las plantas (Abadie y Berretta, 2001).

2.1. Importancia de los Bancos de Germoplasma

Historicamente, las colectas de germoplasma tenian como objetivo principal
dilucidar el estatus taxondmico y las relaciones evolutivas entre las especies
colectadas y las cultivadas. En la actualidad, se considera que constituyen
una reserva invaluable de la diversidad genética de los cultivos agricolas
importantes y de las especies nativas (Giacometti, 1987).

La informacion referente a la diversidad genética disponible dentro del
germoplasma, permite definir estructuras poblacionales y la biologia de las
poblaciones colectadas, determinando asi, cbmo encauzar la informacion
genética disponible en el germoplasma hacia los materiales de interées
agronémico (Lee, 1998; Tanksley y McCouch, 1997).

2.2. Caracterizacion Morfolégica y Evaluacion Agronomica del

Germoplasma.
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Al introducirse muestras de germoplasma a un banco, estos deben ser
descritos tanto agronémica como morfolégicamente, con la finalidad de
observar los rasgos caracteristicos de la especie e identificar aquellos que
varian entre la misma especie. Iglesias et al. (1995) sefialan que la
integracién de los descriptores morfoldgicos, bioquimicos y moleculares,
acompafiados de los datos de pasaporte, constituyen una valiosa herramienta
en la identificacion de accesiones duplicadas en una coleccion.

En la descripcion de colecciones se distinguen dos aspectos; la
caracterizacion, que tiene sobretodo un objetivo de descripcion de entradas y
se refiere principalmente a los atributos cualitativos que pueden

considerarse invariables (color de flor, forma de semilla, composicién
isoenzimatica, etc.) y la evaluacion, que persigue fundamentalmente
determinar caracteres de interés agronomico que normalmente se ven
influenciados por las condiciones ambientales como precocidad, contenido
de proteina, etc. (Castillo, 1996).

Finalmente, la documentacion clara, accesible y de entendimiento amplio, es
un aspecto clave dentro de un banco de germoplasma para poder optimizar
tanto su propio funcionamiento como los resultados obtenidos (Valls, 1989;
Abadie y Berretta, 2000). Esta informacién incluye datos de pasaporte con
los cadigos de identificacion de cada entrada y los datos obtenidos en campo
durante la colecta y, datos agrondmicos y morfologicos que se acumulan
durante la evaluacion que se genera a lo largo de los procesos de
conservacion y regeneracion/multiplicacion.

Generalmente estas evaluaciones se realizan a través del uso de descriptores morfolégicos y agronémicos, que permiten
identificar las caracteristicas fenotipicas de una variedad, clon o poblacién. Estas evaluaciones se basan en no mas de 50
caracteres que ayudan a clasificar las colecciones para usos posteriores.

Sin embargo, las principales limitaciones de los marcadores morfolégicos se encuentran en el nimero reducido de

marcadores disponibles en cada poblacidn, bajo nivel de polimorfismo, pueden producir alteraciones fenotipicas que
dificultan el desarrollo de la planta, varios se encuentran bajo control poligénico, dominancia; y, muchos de ellos se
expresan en estadio de planta adulta, lo cual prolonga los tiempos de evaluacién en los programas de mejoramiento.

No obstante, los marcadores morfoldgicos permanecen como caracteres Utiles en la identificacion de materiales dado que
representan un conjunto de genes que pueden ser evaluados con métodos sencillos y a bajo costo (Picca et al., 2003).

2.3. Caracterizacion de Germoplasma usando Técnicas Moleculares

Si bien el material colectado corresponde a un conjunto de fenotipos, su real
utilidad la constituye su componente genético. Segin Ocampo et al. (1995),
ante las limitaciones de los descriptores morfologicos y bioquimicos, lo
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recomendable es evaluar los materiales usando directamente su genoma, lo
cual se puede realizar por medio de marcadores moleculares, los mismos
que ofrecen un grado de resolucién superior al de otras alternativas
tecnoldgicas como proteinas de reserva o metabolitos secundarios (Rao y
Riley, 1994), ademas de generar un volumen de informacion superior.

Los marcadores moleculares son secuencias de nucledtidos cercanas a un
gen determinado, por lo que, al estar juntos en el mismo cromosoma,
tienden a mantenerse juntos en las siguientes generaciones. Las
biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares son las proteinas
(antigenos e isoenzimas) y el DNA (genes conocidos o fragmentos de
secuencia y funcién desconocida). Cuando varios marcadores moleculares
se asocian inequivocamente con un rasgo genético, se dice que forman un
QTL (loci de rasgos cuantitativos o cuantificables).

Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los organismos
estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad
enzimatica, estructura, o sitios de restriccion, se dice que es polimérfico. A
veces el grado de variacion es tal que se denominan hipervariable (Claros,
2001).

Las aplicaciones de los marcadores moleculares son muy diversas y es de
esperar que cada vez se les encuentren nuevos usos, permitiendo asi
dilucidar una serie de interrogantes como: andlisis de diversidad genética,
estudios de relaciones filogenéticas entre especies y taxas superiores,
identificacion de materiales duplicados en las colecciones, mapeo de
genomas, cuantificacion de variabilidad génica intra e interespecifica y
analisis molecular de los procesos de regeneracion de germoplasma (Theo et
al., 2002), ademas de permitir el establecimiento de colecciones ndcleo
(Castillo, 1996).

La tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction), concebida por Kary Mullis a mediados de la década de los
80 (Mullis & Flacona, 1987; Saiki et al., 1985; Taylor et al., 1995) ha
causado una completa revolucién en la identificacion, diagndstico y
mejoramiento genético, tanto en plantas como en animales. La ventaja de la
PCR incluye el requerimiento de pequefias cantidades de ADN, para
obtener a partir de sintesis enziméatica millones de copias de un segmento
especifico de ADN en presencia de la enzima ADN polimerasa. Basandose
principalmente en el apareamiento y polimerizacion de oligonucléotidos
utilizados como iniciadores(“primers”) (Taylor et al., 1995).
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En 1990, secuencias arbitrarias y conteniendo un méximo de 10 nucle6tidos,
permitieron desarrollar una nueva técnica denominada RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”) (Williams et al., 1990; Welsh y Mc
Clelland, 1990), facilitando el analisis gendmico de individuos y

poblaciones, acelerando los estudios en especies tradicionales.

Desde su descripcion, el uso de marcadores RAPD en el analisis genético ha
tenido una difusion extremadamente rapida. En el complejo Saccharum ha
sido ampliamente aplicada a procesos de analisis de diversidad y filogenia
(Harvey y Botha, 1996; Nair et al., 1999; Afghan et al., 2005),
proporcionando invaluable informacion sobre diversidad genética y relacion
entre especies y, permitiendo alcanzar objetivos planteados en programas de
mejoramiento, sobretodo en cafa de azlcar (D Hont et al., 1993; Al Janabi
etal., 1994; Lu et al., 1994). Al respecto Harvey y Botha en 1996
trabajando con 20 variedades de cafia de azUcar, detectaron un alto grado de
bandas compartidas entre las variedades sugiriendo que ésta metodologia
puede ser usada para la determinacion de relaciones genéticas entre
variedades, con el uso de primers especificos (Harvey y Botha, 1996).

De acuerdo a estudios realizados por Afghan et al., (2005), la técnica RAPD
proporciona una estimacion en el nivel de la variacion genética entre
material diverso que puede ser usado en la determinacion de la pureza, del
potencial y de la estabilidad del genotipo propuesto para formar parte de
programa de mejoramiento.

Este tipo de marcador molecular es un herramienta muy util en el
establecimiento de la huella molecular “fingerprinting” de clones de cafia de
azucar (Cerén y Angel, 2001), permitiendo su caracterizacion y generando
datos para la identificacion de hibrido provenientes de cruces de Saccharum
y Erianthus (Besse y Mclintyre, 1996).

La técnica RAPD ha sido considerada por su sensibilidad en la deteccion de
variantes somaclonales durante procesos de multiplicacion in vitro de cafia
de azucar, como es el estudio realizado por Taylor en el afio 1995, donde
esta técnica demostro ser Gtil en determinacién de variantes genéticas en
plantas regeneradas a partir de callos embriogenicos y protoplastos,
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sugiriendo que con los iniciadores apropiados se puede establecer
facilmente distincion entre variedades.

Oropeza et al., (1995) indican la eficiencia de los marcadores RAPDs en la
identificacion de variantes somaclonales resistentes al virus del mosaico de
la cafia de azucar (SCMV). Plantas de la variedad PR62258 susceptibles a
SCMV vy sus somaclones (AT626, BT627 y HT628) fueron utilizados para
el estudio con marcadores RAPDs, de los 10 primers de la serie OP
empleados, cuatro amplificaron el ADN de las plantas madres; se detecto
alto grado de polimorfismos con los primers OPAO4 y OPBO7 que
permitieron diferenciar las lineas maternas de los somaclones resistentes al
SCMV.

Harley et al.,(1996) reportan que los marcadores moleculares RAPDs tiene
diferentes aplicaciones en programas de mejoramiento genético tales como:
linaje de marcadores RAPDs para caracteristicas fenotipicos de interés,
monitoreo de marcadores RAPDs relacionados a la resistencia al virus de
SCMV, determinacion de la diversidad entre variedades para la eficiencia en
los procesos de cultivos de tejido, en variacion somaclonal, en cultivo de
callos e identificacion de promotores para la expresion de blancos de
insertos transgénicos.

El mapeo genético en variedades de cafia de azucar, permite determinar
marcadores de ADN ligados a caracteristicas fenotipicas de interés, donde
investigaciones preliminares (Harvey y Botha, 1996 y Mudge et al., 1996)
han demostrado que el uso de determinados primers muestra una interesante
segregacion de rasgos importantes (Harvey y Botha, 1996).

Singh et al. (2006), manifiesta la posibilidad de mapear caracteres
cuantitativos (QTLs) relacionados con el contenido de azucar y
segregacion por medio de RAPDs, donde se analizaron 192
progenies segregantes, provenientes del cruzamiento entre Co89003
con alto contenido de azlUcar con CoSe96436 de bajo contenido de
azucar. Se determinaron 12 fragmentos polimérficos con un total de

1496 loci amplificados con 374 iniciadores y de los cuales 2
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fragmentos (OPEOL 1150; OPF12 1031.900800) , €Stuvieron presentes en
las de alto contenido de azlcar y no en las de bajo contenido; y otros
2 fragmentos (OPEO1 1031; OPF12 790) mostraron resultados
inversos. ldentificando de esta manera fragmentos reproducibles

contenidos a lo largo de las generaciones segregantes.

Los marcadores RAPDs en plantas, son de herencia dominante,
tienen habilidad para detectar regiones de ADN altamente variables
(5-10 loci por partidor), alta potencialidad en el mapeo de genes,
identificacion de razas, estudios de hibridacion inter e intraespecifica
y en el estudio de la variacion genética en poblaciones altamente
emparentadas. En algunas especies, la técnica da la opcién de usar
dos o0 mas iniciadores dentro de la misma reaccién para aumentar el
numero de bandas, logrando una mayor cantidad de informacion por

reaccion.

Las principales ventajas de esta técnica son la rapidez en la
obtencién de resultados, el costo, el no uso de radioactividad, menor
inversion en equipos Yy la cantidad reducida de ADN requerido. Sin
embargo, como desventaja aparece la inconsistencia de los datos;
diferentes condiciones de laboratorios con pequefas alteraciones en

los pardmetros de amplificacion, pueden dar origen a resultados
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diferentes. Esta desventaja se puede reducir logrando un alto grado
de estandarizacion de las condiciones de reaccibn y de
amplificacion, usando un control interno para asegurar la
reproducibilidad de los productos de la amplificacién, ademas del

registro de las bandas nitidas y consistentes (Kesseli et al 1992).



CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Ubicacion.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Marcadores
Moleculares del Centro de Investigaciones de la Cafia de Azucar del
Ecuador, CINCAE ubicado en el Km. 49.6 de la via Duran-El Triunfo, a

02° 19" 33" de Latitud Sur y 79° 26" 83" de Longitud Oeste.
3.2. Material utilizado.

Las accesiones caracterizadas son 249 variedades y clones que
corresponden a aproximadamente el 50% del Banco de Germoplasma del
CINCAE. La identificacion y numero de muestra asignado en laboratorio

se encuentra en el Apéndice A.
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3.3. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevd a cabo mediante el protocolo de
microextraccion utilizando CTAB, descrito por Doyle y Doyle, (1990)
modificando la cantidad de p-Mercaptoetanol hasta 8 ul por muestra,
permitiendo  solubilizar membranas lipoproteicas, desnaturalizar
proteinas, y principalmente evitando la fenolizacién de la muestra por su

efecto antioxidante.

La cantidad y calidad del ADN extraido se determind en geles de agarosa
al 0.8% (P/V) en TBE buffer 1X; de manera que, 2 yL de ADN a
cuantificar se mezclan con 2 uL de buffer de carga y 5 uL de AUP,
depositandose en el pozo correspondiente del gel. Se debe tomar en
cuenta depositar en el primer pozo 2 pL de DNA Low Mass Ladder
(Invitrogen, 10068-013), que sirvid de referencia para determinar el peso

molecular.

Las muestras se migraron a 100V por 30 min y reveladas por medio del

fotodocumentador UVP Biodoc-It™ and VisiDoc-It Systems en presencia
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de luz ultravioleta, capturdndose la imagen con extension jpg para su

posterior analisis.

La cuantificacion del ADN (ng/uL) se realiz6 comparando de manera cualitativa la
intensidad de las bandas de ADN con respecto al marcador de peso molecular.

3.4. Reacciones RAPD.

Las condiciones originales de Williams et al. (1990) fueron adaptadas
para optimizar un protocolo RAPD en cafia de azucar en el laboratorio de

Marcadores Moleculares del CINCAE (Gomez, 2005).

Para la amplificacion del ADN gendémico por medio de la reaccién de AP-
PCR se prepar6 10 pL de mezcla de reaccidon, la misma que estaba
formada por Tampon de PCR 1X, 3 mM de MgCL,, 0.5mM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 0.6 uyM del iniciador y 1U de Taq

polimerasa Recombinante (Invitrogen) , mas 20 ng de ADN.

El proceso de amplificacion fue llevado a cabo en el Termociclador
FFGO2HSD marca TECHNE, bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: Ciclo inicial de desnaturalizacion a 92 © C por 4 min, 40
ciclos de amplificacion con desnaturalizacion ciclica a 92 ° C por 1 min, la

hibridacién de acuerdo a la temperatura 6ptima del iniciador por 1 min, 2
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min de elongacion ciclica a 72 °C, y un ciclo de extension final a 72 °C por

7 min.

3.5. Iniciadores ("PRIMERS").

Un total de 29 iniciadores de la serie OP (Operon Technologies Inc.) fueron
empleados para las reacciones de AP-RAPD, seleccionados por el nimero y
consistencia de fragmentos amplificados en la caracterizacion de la primera parte
del Banco de Germoplasma (Gémez, 2005). En la Tabla 1 se presenta una lista de
dichos iniciadores con su respectiva secuencia, contenido de Guanina y Citosina,
peso molecular y temperatura 6ptima de anillamiento.

3.6. Separacion de Productos RAPDs.

Los productos RAPD fueron separados en geles de agarosa preparados
al 1.5% (P/V) en buffer TBE 1X mediante electroforesis horizontal,
utilizando un marcador de referencia (1 Kb DNA Ladder Marker). La

electroforesis se efectu6 a 120 V durante 2 horas y 20 min.

La imagen de los patrones RAPDs se capturd bajo luz ultravioleta en un sistema
de fotodocumentacién (UVP Biodoc-1t™ and VisiDoc-It Systems).

TABLA 1

SECUENCIA, PORCENTAJE DE GUANINA'Y CITOSINA, PESO
MOLECULAR Y TEMPERATURA DE ANILLAMIENTO POR
PRIMER. CINCAE, 2006.

Temperatura
Peso de
Primer Secuencia5 -3 % Gy C molecular , :
anillamiento
ng/nmol

°C




OPA-02
OPA-04
OPA-12
OPA-17
OPA-19
OPB-01
OPB-02
OPB-05
OPB-06
OPB-07
OPB-08
OPB-11
OPC-05
OPC-13
OPC-14
OPC-16
OPD-01
OPD-08
OPE-01
OPM-01
OPM-05
OPM-06
OPM-13
OPO0-20
OPU-17
OPU-20
OPV-02
OPY-03
OPY-19

TGCCGAGCTG
AATCGGGCTG
TCGGCGATAG
GACCGCTTGT
CAAACGTCGG
GTTTCGCTCC
TGATCCCTGG
TGCGCCCTTC
TGCTCTGCCC
GGTGACGCAG
GTCCACACGG
GTAGACCCGT
GATGACCGCC
AAGCCTCGTC
TGCGTGCTTG
CACACTCCAG
ACCGCGAAGG
GTGTGCCCCA
CCCAAGGTCC
GTTGGTGGCT
GGGAACGTGT
CTGGGCAACT
GGTGGTCAAG
ACACACGCTG
ACCTGGGGAG
ACAGCCCCCA
AGTCACTCCC
ACAGCCTGCT
TGAGGGTCCC

70
60
60
60
60
60
60
70
70
70
70
60
70
60
60
60
70
70
70
60
60
60
60
60
70
70
60
60
70

3.044,0
3.068,0
3.068,0
3.019,0
3.037,0
2.970,0
3.019,0
2.955,0
2.955,0
3.093,1
3.013,0
3.028,0
3.013,0
2.988,0
3.050,0
2.957,0
3.062,0
3.004,0
2.973,0
3.090,0
3.108,1
3.028,0
3.108,0
2.997,0
3.093,1
2.942,0
2.948,0
2.988,0
3.044,0

38,0
32,9
31,6
33,6
31,9
31,1
29,7
41,1
39,8
38,1
37,3
32,6
37,6
32,3
35,6
31,2
40,7
40,1
32,6
33,1
32,7
32,4
31,6
36,4
36,9
41,5
29,7
35,4
34,1

3.7. Anédlisis de Polimorfismos de RAPDs.

26

Los perfiles RAPD obtenidos de cada variedad fueron analizados

mediante la cuidadosa inspeccion visual de los geles tomando como

referencia a los patrones evaluados en la caracterizacién de la primera
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parte de la coleccion, originando una matriz de datos binarios, donde 1

indica presencia y 0 ausencia de la banda amplificada.

Para los analisis de similitud se utilizd el programa de NTSYS PC 2.01c
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1992),
con el fin de establecer relaciones entre las OTUs seleccionando al
coeficiente de Jaccard (Crisci y Lopez, 1983), que considera las bandas
presentes para cualquiera de los individuos (‘" o0 j’) y las ausencias dobles

se consideran como datos ausentes, mediante la formula:

Coeficiente de Jaccard: al(la+b+c)

Donde:

a, corresponde al nimero de caracteres en los cuales el mismo estado es
compartido por ambas OTUs,

b, es el nimero de caracteres en los cuales un estado es poseido por la
primera OTU, pero no por la segunda, y

c, es el numero de caracteres en los cuales un estado esta ausente en la
primera OTU y presente en la segunda.

Para representar las relaciones taxonOmicas entre las OTUs en un
espacio bidimensional se utilizaron dendrogramas o fenogramas,
construidos por el método de ligamiento no ponderado promedio UPGMA,

gue minimiza la distancia entre grupos, al tomar la distancia promedio de
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todos los pares entre los individuos, mediante la opcibn SAHN (Sneath y

Sokal,1973).



CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

a.- Extraccion de ADN gendmico de Cafia de Azucar.

El protocolo de microextraccion descrito por Doyle y Doyle en 1990 y las
modificaciones realizadas para evitar la fenolizacion de las muestras, al aumentar
la concentracion de 3-Mercaptoetanol, permitié obtener ADN de alta calidad y
cantidad, con concentraciones entre 20 a 60 ng/pl.

Estos valores aseguran la integridad del ADN para los procesos de amplificacién
al azar de bandas polimorficas. A continuacion se muestra una fotografia de ADN
extraido de 11 muestras y como marcador de peso molecular a Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen).

MPM a 222 223224 225 226 227 228 229 230 3 ‘
ng WD S Se we B EE SS L. e

FIGURA 4.1. ADN visualizado en gel de agarosa al 0.8 % de las variedades:
221(328560), 222(B37161), 223(B37172), 224(B42231), 225(B4362), 226(B47258),
227(B4744), 228(B50112), 229(B50135), 230(B50377), 231(B59162).
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b.- Reacciones RAPDs.

Primers polimorficos.

Los primers que generaron mayor nimero de bandas polimorficas
corresponden a OPA-17(8), OPA-19(8), OPB-01(8), OPB11(10), y OPU-
17(9), coincidiendo con los datos generados con estos mismos primers en
analisis de diversidad genética (Afghan et al, 2005) y deteccién de cambios
genéticos en cultivo de tejidos (Harvey y Botha, 1996) (Perfil 4.1-4.4 y 4.6).

Los primers que generaron un mayor nimero de bandas de acuerdo al total
generado por primer son: OPA-19, OPB-11, OPC-14, OPE-01; con mas de 47
% de bandas polimdrficas del total amplificado. Es interesante destacar que el
primer OPE-01, ha sido utilizado recientemente en mapeo de loci cualitativos
relacionados con el contenido de azucar y andlisis de segregacion, generando
2 bandas de alto interés (Singh et al., 2006) (Perfil 4.2, 4.4-4.6). A
continuacion se presentan los perfiles RAPDs de los iniciadores mas
polimorficos:

MPMZZI 222 223 224225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 249
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Perfil 4.1. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del primer
OPA-17.
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Perfil 4.3. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del primer
OPB-01.
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Perfil 4.4. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del primer
OPB-11.
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Perfil 4.5. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del
primer OPC-14.

236 237 238 239 240 241 2

-y "o —

- e -~ . A
- ||’ P ||' -ame-- |i. - - - —

- . q = | -
— - - Bl

-.!‘-- -3‘-.‘---8-‘----

- e -a-—--.-‘—

-e . e

Perfil 4.6. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del primer
OPE-01.
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Perfil 4.6. Perfiles RAPDs de las accesiones 221 a 245 originados a partir del primer
OPU-17.

Bandas polimdrficas generadas.

Los 29 iniciadores evaluados generaron un total de 413 bandas amplificadas
de las cuales 154 son polimorficas, con un rango de peso molecular de 500-
3900 pares de bases. El nimero de bandas polimoérficas generadas es de 3-10
por iniciador, con un promedio general de 5.3 bandas/iniciador (Tabla 2).

Este nimero de bandas polimorficas promedio por iniciador y peso molecular
son similares a los reportados por Nair et al. (1999), donde se obtuvieron de 2
a 11 bandas polimorficas con un peso molecular entre 360-3770 pb, utilizando
12 iniciadores con 9 clones de cafia de azucar.

Porcentaje de Polimorfismo.

El ratio de polimorfismo encontrado de acuerdo al nimero de bandas
amplificados con relacion a las bandas polimorficas es de 37.29%, cercano al
valor obtenido por Gémez, (2005) donde al caracterizar 220 variedades
correspondientes a la primera parte de la coleccion del CINCAE se obtuvo un
39.13% de polimorfismo. Ademas el porcentaje de polimorfismo encontrado
supera el 28.58% determinado por Afghan en relacion a la deteccion de



diversidad genética en 10 genotipos correspondientes a somaclones y
parentales.

TABLA 2

BANDAS AMPLIFICADAS Y BANDAS POLIMORFICAS
REGISTRADAS EN LA MATRIZ DE DATOS POR PRIMER.

CINCAE, 2006.
Primer # Bgndas # _Bapd_as Peso de
Amplificadas Polimérficas Bandas (pb)

OPA-02 11 4 510-1900
OPA-04 13 3 505-1630
OPA-12 16 4 700-1300
OPA-17 18 8 520-2030
OPA-19 17 8 517-3900
OPB-01 18 8 520-1400
OPB-02 13 4 600-1020
OPB-05 16 7 530-1650
OPB-06 15 5 600-2036
OPB-07 12 4 570-1600
OPB-08 14 6 506-2000
OPB-11 22 10 506-1900
OPC-05 12 5 600-1060
OPC-13 13 5 980-1480
OPC-14 10 5 650-1020
OPC-16 11 4 800-1634
OPD-01 14 6 500-2036
OPD-08 14 4 800-1050
OPE-01 11 6 900-3000
OPM-01 13 3 1200-1636
OPM-05 12 5 517-1020
OPM-06 17 6 700-1650
OPM-13 13 3 700-2020
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OPO0-20 11 4 600-1636
OPU-17 21 9 600-2800
OPU-20 10 3 517-1200
OPV-02 11 4 530-1000
OPY-03 20 6 506-1400
OPY- 19 15 5 600-2036
Total de Bandas 413 154
Promedio por Primer 14,24 5,31 500-3900

e Andlisis de Polimorfismos RAPDs.

Por medio del software NTSYS PC opcion Jaccard como coeficiente de
similitud y utilizando el método algoritmico de agrupamiento no ponderado
UPGMA, se construy6 un dendograma a partir de la base de datos de doble
estado (Presencia/Ausencia) generada del registro de las bandas polimorficas
por primer (Apéndice D).

El coeficiente de similitud utilizado para identificar los grupos fue 0.57,
permitiendo establecer 20 grupos y 33.3% de las variedades no agrupadas
claramente (Apéndice C).

Tomando en cuenta las caracteristicas citogenéticas de la cafia de azicar como
es su poliploidia, aneuploidia, mosaisismo cromosémico, entre otras; es de
esperar que los grupos formados no mantengan relaciones estrechas entre los
individuos que los conforman. Sin embargo, podemos observar que ciertos
grupos presentan concentracion de genotipos de acuerdo a su origen, en el
Grupo 2 se encuentran 19 individuos procedentes de Barbados; en el Grupo 3
individuos procedentes de Cuba y, en los Grupos 7, 8, 14 y 19 individuos
originarios de Canal Point (Estados Unidos).

La variedad PR1059, se encuentra presente en Grupo 1 al igual que el clon
ECSP98-169 y 2 variedades procedentes de Barbados B37161 y B74127,
todos con diferente origen y parentales, pero reportados como resistentes a
Gomosis, SCMV (Mosaico) y LSC (Escaldadura de la hoja) y susceptibles a
Pokkah Boeing (Rossi, 2001).

El grupo conformado por el mayor nimero de individuos es el Grupo 4,
conteniendo variedades de diferente origen; sin embargo, 4 de esos individuos
coinciden con POJ2878 como su parental femenino y 1 individuo como su
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parental masculino. Ademas, en este grupo encontramos concentrado 8
accesiones procedentes del Ingenio Valdez e identificadas como VCP.

Es interesante apreciar que el Grupo 13 se encuentra formado por variedades
Sao Paulo (Brasil) y clones ECSP (CINCAE) obtenidos a partir de
cruzamientos entre variedades procedentes de Sao Paulo, lo que indica su
cercania genética.

En el Grupo 14 podemos encontrar a Ragnar agrupada con variedades de
diferente procedencia, pero reportados en la literatura con alto contenido de
azucar y por ser considerados buenos parentales (COPERSUCAR, 1979).
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Adicionalmente se encuentran tres variedades agrupadas en la parte superior
del dendograma con un coeficiente de similitud de 0.52, dos de ellas
corresponden a Barbados y la otra variedad se encuentra identificada con
cddigo numérico lo que podria indicar que la nomenclatura de su
identificacion sea incorrecta.

Promedio de Similitud.

El promedio de similitud obtenido entre las variedades en estudio es igual al
65.5%, muy cercano al valor obtenido por Cerén y Angel (2001) donde al
analizar 18 variedades de alta importancia econémica se obtuvo 69% como
promedio de similitud; sin embargo, es menor al determinado por Afghan et
al., donde el promedio fue de 78.96% entre los somaclones y parentales.

Identificacion de Duplicados.

Como parte de las variedades en estudio se tenian accesiones con nombres
repetidos y los cuales se debian identificar si eran duplicados o accesiones con
nombres incorrectos, es asi que, se obtuvieron porcentajes de similitud del 63
al 100% entre estas variedades.

Los coeficientes de similitud determinados entre las accesiones son: B74418a
y B74418b con un 63%; CP52-68a y CP52-68b con similitud del 92%; L72-
3ay L72-3b con el 98%; al igual que Mex69-290a y Mex69-290b; y, CC84-
75a con CC84-75b, con una cercania genética del 100%.

Estas accesiones fueron evaluadas morfolégicamente en campo. Los
descriptores morfologicos usados por Martinez y Romero (2005), para
caracterizar la primera parte de la coleccion del CINCAE, corroboran la
informacidn molecular con la morfoldgica. Se tomaron las caracteristicas mas
predominantes al momento de la evaluacion, coincidiendo morfolégicamente
4 pares de duplicados: CC-8475, CP-5268, L-72-3 y Mex-69290 (Tabla 3).



TABLA 3

DUPLICADOS PRESENTES EN EL BANCO DE
GERMOPLASMA DEL CINCAE. CINCAE, 2006.
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Referencia de

Laboratorio Variedad Similitud
247 B-74418a 63%
248 B-74418b
292 CC-8475a 100%
293 CC84-75b
310 CP-5268a 9204
311 CP-5268b
363 L-72-3a oo,
368 L-72-3b
375 Mex-69290a oeos
376 Mex-69290b




CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a.- Conclusiones.

Los primers con los que cuenta el Laboratorio de Marcadores moleculares del
CINCAE genera bandas polimorficas de alta resolucion entre 500-3900 pares de
bases, con un promedio de 5.3 bandas por primer, concluyendo que son eficientes
para determinar polimorfismo por primer y entre accesiones.

Los iniciadores con més alto polimorfismo son: OPA-17, OPA-19, OPB-01,
OPB11, OPC-14, OPE-01y OPU-17.

El porcentaje de polimorfismo determinado entre los 249 variedades es del 37.29%
lo que indica una relativa variabilidad genética entre las accesiones.

Se determinaron 20 grupos representativos y 33.3% de las variedades no
agrupadas claramente, con un coeficiente de similitud de 0.57 y subgrupos a 0.60
de similitud.

El dendograma generado a partir de la matriz de similitud entre las accesiones
muestra relacion en los Grupos por origen, tomando como ejemplo al Grupo 2, que
muestra concentracion de accesiones provenientes de Barbados; agrupacion por
contenido de azucar, como en el Grupo 14; y agrupadas por resistencia y/o
susceptibilidad a enfermedades como en el Grupo 1.
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El promedio de similitud encontrado entre las variedades es del 65.5%, obtenido
por la cercania genética entre 4 pares de accesiones y el OTU aislado con un
coeficiente de 0.31.

Se establecid que el porcentaje de similitud para considerar a un par de accesiones
como duplicado se encuentra entre el 92-100%, y corroborando los datos
moleculares con los morfoldgicos, se concluye que las variedades identificadas
como B74418ay B74418b, con un 63% de similitud son accesiones con nombres
incorrectos y no corresponden a la misma variedad.

Los genotipos CP52-68a y CP52-68b, con similitud del 92%; L72-3ay L72-3b,
con el 98%; al igual que Mex69-290a y Mex69-290b y, CC84-75a con CC84-75b
que presentan una cercania genética del 100%, corresponden a la misma variedad
y se encuentran duplicados en el Banco de Germoplasma.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la metodologia
RAPD permiti6 analizar la variabilidad genética de la segunda parte del Banco de
Germoplasma del CINCAE y ademaés diferenciar duplicados y accesiones con
nombres incorrectos.

b.- Recomendaciones.

Aunque la metodologia de cuantificacion de ADN ha mostrado ser muy eficiente,
se recomienda que en caso de que se implementen nuevas técnicas moleculares la
determinacion de concentracion de ADN, sales y proteinas se realicen en un
espectrofotometro, lo que permitira realizar diluciones mas precisas y descartar
muestras que no presenten las caracteristicas 6ptimas para su uso.

Considerando los resultados obtenidos por medio del uso 29 iniciadores en el
presente trabajo, se recomienda el uso de OPA-17, OPA-19, OPB-01, OPB11,
OPC-14, OPE-01 y OPU-17 en caso de que se necesite de manera rapida una
valoracion de similitud entre accesiones o identificacion de duplicados, ya sea
entre plantas en campo o provenientes de cultivo in vitro.

Aunqgue la metodologia RAPD presenta versatilidad y rapidez para la obtencion de
resultados también presenta desventajas como su dominancia, por lo que se
recomienda la implementacion de técnicas moleculares codominantes que
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permitan diferenciar genotipos homocigotos de heterocigotos, como lo hace la
técnica SSRs (Simple Sequence Repeats 0 microsatélites).

Sin embargo, como la metodologia RAPD que incluye reactivos, equipos y
primers se encuentra establecida en el laboratorio se recomienda también el mapeo
de caracteres cuantitativos de interés (QTLS), sobretodo relacionados con el
contenido de azucar en las accesiones.

Se recomienda que se realice la caracterizacion morfologica de ésta parte de la
coleccion con el objetivo de formar una base de datos tanto moleculares como
morfologicos. Ademas, la disposicion de esa informacion permitird comparar los
resultados morfoldgicos con los moleculares y evaluar su eficiencia, al realizarse
un analisis de correlacion entre estos datos.



APENDICE A

LISTA DE VARIEDADES QUE FORMARON PARTE DEL ENSAYO
DE CARACTERIZACION MOLECULAR DEL BANCO DE
GERMOPLASMA DEL CINCAE. 2006.

#Lab. Variedad #Lab. Variedad # Lab. Variedad
221 328560 256 B7610 291 CC82-27
222 B37161 257 B76196 292 CC84-75
223 B37172 258 B76226 293 CC84-75
224 B42231 259 B76385 294 CC86-33
225 B4362 260 B76470 295 CC87-474
226 B47258 261 B76537 296 CGMutacién
227 B4744 262 B76575 297 CL41-223
228 B50112 263 B76592 298 CL59-1053

229 B50135 264 B76696 299 Co213
230 B50377 265 B771004 300 Co467
231 B59162 266 B77602 301 CoC15K-30
232 B60191 267 BJ5924 302 COR30
233 B60267 268 BJ6018 303 CoS510
234 B60321 269 BJ6905 304 CP15-47

235 B64278 270 BJ6906 305 CP33-224
236 B70118 271 BJ7039 306 CP43-193
237 B70225 272 BRD81-26 307 CP44-101
238 B70357 273 BT65152 308 CP48-103

239 B70450 274 BT65282 309 CP52-43
240 B7345 275 C120-78 310 CP52-68
241 B74127 276 C126-78 311 CP52-68
242 B74132 277 C72-74 312 CP53-29
243 B74142 278 C85-101 313 CP56-59

244 B74151 279 C85-102 314 CP57-352
245 B74350 280 C86-12 315 CP57-526
246 B74365 281 C86-251 316 CP60-23
247 B74418 282 C86-456 317 CP63-588
248 B74418 283 C88-177 318 CP65-357
249 B75162 284 C88-187 319 CP67-413
250 B75276 285 C88-380 320 CP70-1133
251 B75285 286 C89-161 321 CP70-330
252 B75368 287 C89-509 322 CP72-1210
253 B75532 288 C90-530 323 CP72-132
254 B75534 289 CB4069 324 CP72-1313
255 B7585 290 CB4715 325 CP72-2086



# Lab. Variedad # Lab. Variedad # Lab. Variedad

326 CP72-355 366 L68-90 406 PR77-3072
327 CP72-356 367 L70-65 407 PR980
328 CP73-1312 368 L72-3 408 PT3385
329 CP73-1547 369 LARS52604 409 Q102
330 CP75-1557 370 M275 410 Q58
331 CP77-193 371 M31145 411 Q67
332 CP78-1610 372  Medialuna 412 Q68
333 CP78-1628 373 Mex69-120 413 Q71
334 CP81-1384 374 Mex69-1487 414 Q79
335 CRO0O1 375 Mex69-290 415 Q77
336 CR6101 376  Mex69-290 416 Q813
337 DB5/55 377 MORADA 417 Q833
338 DB5755 378 MUT.VERDE 418 R469
339 DB85/53 379 My54-65 419 RAGNAR
340 EPC48-8613 380 My55-14 420 RD7511
341 EPC72-174 381 N50-211 421 RD7515
342 F146 382 N74-359 422 RD8008
343 F153 383 NAS6-79 423 RD8118
344 F31436 384 NA92 424  SAIPAN17
345 F31962 385 NCo376 425 SIE86
346 H37-1933 386 P51 426 SP70-1005
347 H44-3098 387 PC1 427 SP79-2233
348 H49-139 388 PGM89-118 428  SP80-185
349 H49-161 389 PGM89-121 429  SP80-185
350 H49-3533 390 PGM89-968 430 SP80-1836
351 H50-1209 391 PHIL33-11 431 SP80-1842
352 H50-7209 392 PHIL53-3 432 SP80-3280
353 H51-8194 393 PHIL53-33 433 SP83-5073
354 H56-4848 394 POJ3016 434 US-59-161
355 H59-3775 395 PR1002 435 V632
356 H68 396 PR1013 436  VCP-013
357 Hierba Luisa 397 PR1028 437 VCP-018
358 HJ5747 398 PR1059 438 VCP-02
359 ICA69-10 399 PR1085 439  VCP-027
360 JAG0-5 400 PR1117 440 VCP-03
361 JA64-11 401 PR1141 441  VCP-033
362 JAG4-18 402 PR46-16 442  VCP-037
363 L72-3 403 PR61-632 443  VCP-042
364 L51-1 404 PR62-226 444  VCP-043

365 L66-82 405 PR70-2085 445  VCP-054



# Lab.
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471

Variedad
VCP-066
VCP-067
VCP-07
VCP-070
VCP-071
VCP-083
VCP-093
VCP-099
VCP-105
VCP-106
VCP-110
VCP-112
VCP-121
VCP-131
V71-51
C1324-74

ECSP98-127
ECSP98-149
ECSP98-168
ECSP98-169
ECSP98-392
ECSP98-419
ECSP98-425
ECSP98-499

Nobis
SJ



APENDICE B

ORIGEN DE VARIEDADES QUE FORMAN PARTE DEL ENSAYO. CINCAE,

2006.
Origen Nombre _#de
Variedades
Australia RAGNAR 1
Barbados B 45
Barbados-Jamaica BJ 5
Barbados-Republica Dominicana BRD 1
Campos, Brasil CB 2
Canal Point, USA CP 31
Casa Grande, Peru CG 1
Cenicafa, Colombia CC 5
Central Romana, Republica Dominicana CR 1
Clewiston, USA CL 2
Coimbatore, India Co 4
Cuba C 15
Demerara Barbados-Guyana DB 3
Ecuador, CINCAE -Sao Paulo ECSP 8
Estacion Palmira Colombia EPC 2
Formosa F 4
Ingenio Pantaledn, Guatemala PGM 3
Hawai USA H 11
Houma, USA us 1
Jaronu, Cuba Ja 3
Lyallpur Pakistan L 6
Maracaibo, Venezuela \ 2
Mauritius M 2
Mayari Cuba My 2
México Mex 4
Natal Coimbatore Nco 1
Natal, South Africa N 2
Norte de Argentina NA 2
Philippines Phil 3
Proefstation Oost Java POJ 1
Puerto Rico PR 13
Queensland, Australia Q 9




APENDICE B (Cont.)
ORIGEN DE VARIEDADES QUE FORMAN PARTE DEL ENSAYO. CINCAE,

2006.
. # de
Origen Nombre Variedades

Republica Dominicana RD 4
Reunion, Francia R 1
Sao Paulo, Brasil SP 8
Shahjahanpur, India CoS 1
Valdez Canal Point, USA VCP 24
Desconocido COR 1
Desconocido Hierba Luisa 1
Desconocido HJ-5747 1
Desconocido LAR 1
Desconocido MORADA 1
Desconocido MUT.VERDE 1
Desconocido P 1
Desconocido PC 1
Desconocido Pt 1
Desconocido SAIPAN-17 1
Desconocido SIE-86 1
Desconocido Nobis 1
Desconocido SJ 1
Desconocido BT 2
Desconocido 328560 1
Total 249




APENDICE C

GRUPOS DE VARIEDADES OBTEN!IDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpc.
CINCAE, 2006.

Coeficiente de

Grupo Similitud

Variedad

B37161
PR10-59
! 0.60 ECSP98-169
B74127
547058
B7345
B75162
B4744
B74142
B70225
B74132
B74418b
Ba0191
B60267
B50112
B74350
B75285
B70118
B70450
B75368
B74418a
V71-51
B76537
SP83-5073
B76696
Q67
B76575
BJ6018
B77602
CP57-352
B76592
C72-74
C85-101
3 0.58 C86-251
C86-12
C86-456
C126-78
CB4069
C88-177
C88-187
BJ6906

2 0.58




APENDICE C (Cont.)

GRUPOS DE VARIEDADES OBTENIDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpc.
CINCAE, 2006.

Coeficiente de

Grupo Similitud

Variedad

BRD81-26
DB-5755
F31962
Hierba Luisa
CP60-23
L72-3a
L72-3b
CP72-2086
DB-85/53
H44-3098
H56-4848
£51-1
CP43-193
CP44-101
EPC-488613
Medialuna
N74359
Mex69-1487
PC1
PGM83-121
PHIL-3311
PR46-16
H37-1933
H50-1209

4 0.58 Jat4-18
PHIL-533
PHIL-5333
P0OJ-3016
My55-14
Jas0-5
Jat4-11
Mex69-120
Nagz2
ECSP98-425
Nobis
ECSP98-419
VCP-043
VCP-054
VCP-066
VCP-0687
VCP-083




GRUPOS DE VARIEDADES OBTENIDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpec.
CINCAE, 2006.

APENDICE C (Cont.)

Grupo

Coeficiente de
Similitud

Variedad

VCP-07
VCP-099
VCP-1086
CP67-413

Mex69-129a
Mex69-129b
CP53-69
EPRPC-72174
H49-139

0.61

cC82-27
M2/75
M311/45

0.58

CP72-1313
HJ57-47
F146
H51-8194
H59-3775
H68
H49-161
H49-3533

0.59

0.59

CP57-526*
CP65-357
CP77-193

CP78-1628

CP81-1384

CP75-1557
CP72-355

CP73-1547

CR&101
CRO01

0.60

COR-30
CP52-68a
CP52-68b
CP48-103

0.58

C90-530
VGP-03
VCP-027

B771004
BJ5924
PR61-632
C89-161
N50211




APENDICE C (Cont.)

GRUPOS DE VARIEDADES OBTENIDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpc.
CINCAE, 2006.

Coeficiente de

Grupo Similitud

Variedad

CO-C15K-30
CP1547
10 0.58 CP5659
CC87-474
11 0.58 VCP-131
C1324-74
RD75-11
12 0.60 RD75-15
SP70-1005
SIE-86
SP80-1842
SP80-185
SP80-1836
ECSP98-127
ECSPO8-168
CP-33224
14 0.59 CP52-43
Ragnar
B7610"
BJ7039
15 0.58 CP72-356
CP63-588
SAIPAN-17
B76196
16 0.60 CP70-1133
Cod67
B76470
L68-90
SP79-2233
VCP-042
Na56-79
PR10-02
P51
PGMB9-118
CP70-330
19 0.59 CP73-1312
H50-7209
B76385
20 0.58 BJ6S05
BT65-282
328560
B37172

13 0.59

17 0.58

18 0.58




APENDICE C (Cont.)

GRUPOS DE VARIEDADES OBTENIDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpc.
' CINCAE, 2006.

Coeficiente de .
Grupo Similitud Variedad

B42231
B59162
B75534
B60321
NCo376
Q68
FT33-85
88-380
VCP-121
Co213
PR62-226
C120-78
VGP-110
L70-85
PR10-13
VCP-070
SP80-1816
JS59-161
ECSP98-149
VCP-018
ECS5P98-392
B7585
DB-5/55
PR11-41
V632
ECSPS8-499
C0S-510
CP72-1210
F31436
RD81-18
VCP-037
VCP-112
PR70-2085
VCP-013
VCP-02
B74151
B74365
PR77-3072
Q77
Q81-3
Q58
£85-102

No Agrupadas




APENDICE C (Cont.)

GRUPOS DE VARIEDADES OBTENIDOS A PARTIR DEL
DENDOGRAMA GENERADO POR EL SOFTWARE NTSYSpc.
CINCAE, 2006.

Coeficiente de .
Grupo Similitud Variedad

F153
SJ
B4362
CC86-33
CL59-1053
CC84-75a
CCB84-75b
CG-Mutacion
CL41-223
MORADA
Q83-3
VCP-093
RD80-08
PR11-17
Q79
B50135
B644278
B75532
R469
B70357
B76226
SP80-3280
VCP-033
CP72-132
PRG80
MUT. VERDE
L.66-82
BT65-152
C89-509
CB4715
B75276
VCP-071
B50377
LARS52-604
PR10-28
PR10-85
VCP-105
Q71
PGMB9-968
Q102

*Variedad con Coeficiente de similitud menor pero considerada dentro de ese grupo.

No Agrupadas
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