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Resumen

Se caracterizaron molecularmente de 249 accesiones, que corresponden a la segunda mitad del
Banco de Germoplasma del CINCAE, utilizando la técnica molecular AP-RAPDs. Esta técnica
combina el uso de un iniciador arbitrario con la sintesis enzimatica de multiples copias de ADN.
Veinte y nueve iniciadores de la serie OPERON Technologies generaron un total de 154 bandas
polimorficas en un rango de 500-3900 pb. El nimero promedio de bandas amplificadas por
iniciador es equivalente a 5.3 fragmentos/iniciador y el niimero de fragmentos polimoérficos
amplificados va de 3 a 10 por iniciador. El porcentaje de polimorfismo calculado en relacion al
nimero de bandas amplificadas y polimérficas es de 37.29%. Los Coeficientes de Similitud
Genética fueron obtenidos por medio del programa NTSY Spc, opcion Jaccard y a partir del método
algoritmico UPGMA incluido en el programa se generd un dendograma, donde se identificaron 20
grupos distintivos y 33% de las variedades no se agruparon de manera definida. El promedio de
similitud de los genotipos es del 65.5%. La variedad con mayor superficie cultivada en el Ecuador,
Ragnar, se encuentra en el grupo 14, al igual que las variedades CP33-224 y CP52-43 reportadas en
la literatura por su alto contenido de sacarosa.

Summary

A molecular characterization of 249 varieties corresponding to the second half of the
Germoplasm bank of CINCAE was carried out using AP-RAPDs technique. The technique
combines the use of arbitrary primers with the enzimatic synthesis of multiplex copies of DNA.
Twenty nine decamer primers from OPERON Technologies generated a total of 154 polymorphic
bands ranging from 500-3900 bp. The number of amplified products yielded an average of 5.31
fragments per primer, and the number of polymorphic DNA fragments generated ranged from 3 to
10. Polymorphism percentage calculated from total bands amplified with polymorphic bands was
37.29%. Genetic Similarity coefficients were obtained using NTSYSpc program, option Jaccard,
and the UPGMA clustering algorithm generated a dendogram. There were 82 (33%)
varieties/clones did not group clearly, but the majority of them formed 20 distinctive clusters.
Average Genetic Similarity amongst genotypes was 65.5%. The most planted variety in Ecuador,
Ragnar, was located in group 14 with 0.59 similarity coefficient together with CP33-224 and CP52-
43 which are known to be high sucrose producers.

cultivares de cafia de azlcar. S. officinarum es
conocida por conferir altos contenidos de
azicar o como cafia “noble” [3] ¥y
generalmente se caracteriza por tener un

1. Introduccion

La cafia 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 [15]. En este cultivo se
encuentran fendmenos tales como poliploidia,
aneuploidia, = mosaicismo  cromosomico,
irregularidades meioticas, etc.[25,27].

Las principales especies del género
Saccharum, S. officinarum y S. spontaneum,
han contribuido a originar los actuales

nimero cromosomico de 2n = 80 [21] y S.
spontaneum que es una especie silvestre, con
un amplio rango de numero cromosémico de
2n = 40 a 128, contribuye a incrementar la
resistencia a enfermedades, adaptabilidad y
tolerancia a las condiciones de estrés
[28,10,35,11,21]. Este cruzamiento natural ha
dado como resultado complejos poliploides



que contienen mas de 100 cromosomas
[19,18].

En el Ecuador, la cafia de azicar es uno de
los cultivos mas importantes, por el area
sembrada y su importancia econémica dentro
de la industria en la produccion de azucar,
alcohol y panela, actividad que genera trabajo
para miles de ecuatorianos [24].

Segtin el III Censo Nacional Agropecuario
efectuado en el afio 2000, el Ecuador posee
mas de 85000 hectareas de cana destinadas a
la produccion de azicar y para otros usos [20].
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) [32,7].

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
CR74-250, CC85-92, PR67-1070, B7678 y
C132-81las variedades que ocupan el
porcentaje restante. De acuerdo con datos
reportados en el Informe Anual del CINCAE
[7], 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.

Como es evidente, la produccion 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. Por
tal razon, el Centro de Investigacion de la
Cafia de Azlcar del Ecuador (CINCAE),
mediante el Programa de Variedades ha
priorizado la obtencion de variedades
nacionales y el estudio de variedades
introducidas que forman el banco de
germoplasma. Este  banco debe ser
caracterizado de manera morfologica y
molecularmente, permitiendo 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 retinan mejores o iguales
caracteristicas que la variedad Ragnar, y asi
diversificar la produccion [5,4].

La  caracterizacion  morfologica es
complementada con la  caracterizacion

molecular, la misma que puede realizarse
mediante el uso de técnicas basadas en ADN.

La tecnologia mas usada en la actualidad es
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction), desarrollada por
Kary Mullis a mediados de la década de los 80
[26,31,36] causando una completa revolucion
en la Biologia molecular, tanto en plantas
como en animales. La ventaja de la PCR
incluye el requerimiento de pequeiias
cantidades de ADN, para obtener a partir de
sintesis enzimatica millones de copias de un
segmento especifico de ADN en presencia de
la enzima ADN polimerasa y en el
apareamiento y polimerizacién de
oligonucléotidos utilizados como iniciadores
(“primers”) [36].

En 1990, iniciadores con secuencias
arbitrarias y de maximo 10 nucledtidos,
permitieron  desarrollar la  técnica
denominada RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA™) [39,38], facilitando
el andlisis gendémico de individuos y
poblaciones. La técnica de RAPDs [16],
involucra la amplificacion o copia del
ADN genomico al azar en presencia de
iniciadores  arbitrarios, es de facil
ejecucion, costo reducido y aplicable a
cualquier organismo. Sin embargo, existen
problemas de repetibilidad de sus
productos de amplificacion, y una limitada
informacion genética por locus, debido a
sus marcadores dominantes [37,22].

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 [16,27,1], proporcionando invaluable
informaciéon sobre diversidad genética y
relacion entre especies y, permitiendo alcanzar
objetivos planteados en programas de
mejoramiento, sobretodo en cafia de azucar
[12,2,23].

La caracterizacion molecular de las
accesiones del Banco de Germoplasma del
CINCAE plantea los siguientes objetivos:
= Caracterizar molecularmente la
variabilidad genética de 249 clones y
variedades de cafia de azGcar que
corresponden a la segunda parte del Banco de
Germoplasma del CINCAE,



= Establecer las diferencias y semejanzas
entre las variedades/clones evaluadas para su
uso posterior en cruzamientos.

2. Materiales Y Métodos.

El presente trabajo se llevd a cabo en el
Laboratorio de Marcadores Moleculares del
Centro de Investigaciones de la Cafa 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.

2.1. Material utilizado.

Las accesiones caracterizadas son 249
variedades y clones que corresponden a
aproximadamente el 50% del Banco de
Germoplasma del CINCAE. La procedencia y
el nimero de variedades/clones es presentado
en la Tabla L.

Tabla I. Procedencia de las
Variedades/Clones que forman parte del

ensayo.
. #de
Origen Nombre Variedades
Barbados B 45
Canal Point, USA CP 31
Valdéz-Canal Point,
USA VCP 24
Cuba C 15
Puerto Rico PR 13
Hawai, USA H 11
Queensland, Australia Q 9
Ecuador-Sao Paulo ECSP 8
Sao Paulo, Brasil SP 8
Lyallpur, Pakistan L 6
Otros(India, Colombia,
etc) 79
Total 249

2.2. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevo a cabo
mediante el protocolo de microextraccion
utilizando CTAB, descrito por Doyle y Doyle,

(1990) modificando la cantidad de -
Mercaptoetanol hasta 8 pl por muestra [13].

La cantidad y calidad del ADN extraido se
determind en geles de agarosa al 0.8% (P/V)
en TBE buffer 1X, tomando como referencia
al marcador de peso molecular DNA Low
Mass Ladder (Invitrogen, 10068-013). Las
muestras se migraron a 100V por 30 min y
reveladas por medio del fotodocumentador
UVP Biodoc-1t™ and VisiDoc-It Systems en
presencia de luz ultravioleta, capturandose la
imagen con extension jpg.

2.3. Reacciones RAPD.

Las condiciones originales de Williams et
al. (1990) [39] fueron adaptadas para
optimizar un protocolo RAPD en cafia de
azicar en el laboratorio de Marcadores
Moleculares del CINCAE [14].

Para la amplificacion del ADN genomico
por medio de la reaccion de AP-PCR se
prepar6 10 pL de mezcla de reaccion, la
misma que estaba formada por Tampdén de
PCR 1X, 3 mM de MgCL,, 0.5mM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 0.6 uM
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 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
hibridacion de acuerdo a la temperatura
optima del iniciador por 1 min, 2 min de
elongacion ciclica a 72 °C, y un ciclo de
extension final a 72 °C por 7 min.

2.4. 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 [14].

2.5. 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 efectudé a 120 V durante 2
horas y 20 min.

Para la visualizacion de los fragmentos
amplificados los geles fueron tefiidos con
Bromuro de Etidio (0.5 mg/mL). La imagen de
los patrones RAPDs se capturaron bajo luz
ultravioleta con una longitud de onda de 300
nm.

2.6. Andlisis de Polimorfismos de RAPDs.

Los perfiles RAPD obtenidos fueron
analizados mediante la cuidadosa inspeccion
visual de los geles tomando como referencia a
los patrones evaluados en la caracterizacion de
la primera parte de la coleccion, originando
una matriz de datos binarios, donde 1 indica
presencia y 0O ausencia de la banda
amplificada.

Para los andlisis de similitud se utilizé el
programa de NTSYSpc 2.0lc (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System)
[29], con el fin de establecer relaciones entre
las OTUs seleccionando al coeficiente de
Jaccard [9].

Para representar las relaciones taxondomicas
entre las OTUs en un espacio bidimensional se
utilizaron dendrogramas, construidos por el
método de ligamiento no ponderado promedio
UPGMA [34].

3. Resultados y Discusion

3.1. Extraccién de ADN gendémico de Cafa
de Azlcar.

Se obtuvo ADN de buena calidad y
cantidad, en concentraciones entre 20 a 60
ng/ul, permitiendo aseguran la integridad del
ADN para los procesos de amplificacion al
azar de bandas polimorficas.

3.2. Reacciones RAPDs.
3.2.1. Bandas polimérficas 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 polimorficas generadas es
de 3-10 por iniciador, con un promedio

general de 5.3 bandas/iniciador. 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 polimoérficas con
un peso molecular entre 360-3770 pb,
utilizando 12 iniciadores con 9 clones de cafia
de azucar [27].

3.2.2. Primers polimdrficos.

Los primers que generaron mayor numero
de bandas polimoérficas 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 [1] y deteccion
de cambios genéticos en cultivo de tejidos
[16].

Los primers que generaron un mayor
numero de bandas de acuerdo al total generado
por primer son: OPA-19, OPB-11, OPC-14,
OPE-01; con mas de 47 % de bandas
polimorficas 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
azlcar y analisis de segregacion, generando 2
bandas de alto interés [33].

En la Tabla II se exponen las secuencias y
peso de las bandas polimoérficas amplificadas
de los iniciadores mas polimorficos.

Tabla Il. Primers mas Polimorficos de
acuerdo a la relacion entre Bandas
Amplificadas y Bandas Polimorficas

Peso de Bandas

Primer Secuencia (ob)

OPA-17 GACCGCTTGT 520-2030
OPA-19 CAAACGTCGG 517-3900
OPB-01 GTTTCGCTCC 520-1400
OPB-11 GTAGACCCGT 506-1900
OPC-14 TGCGTGCTTG 650-1020
OPE-01 CCCAAGGTCC 900-3000
OPU-17 ACCTGGGGAG 600-2800

3.2.3. 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,
[14] donde al caracterizar 220 variedades
correspondientes a la primera parte de la
coleccion del CINCAE se obtuvo un 39.13%
de polimorfismo [14]. 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 [1].

3.2.4. 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 (Figura 1).

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.

Tomando en cuenta las caracteristicas
citogenéticas de la cafa de azlicar como es su
poliploidia, aneuploidia, mosaisismo
cromosOmico, 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 [30].

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 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.

El Grupo 14 incluye a Ragnar agrupada
con variedades de diferente procedencia, pero
reportados en la literatura con alto contenido
de azucar y por ser considerados buenos
parentales [7].

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
codigo numérico lo que podria indicar que la
nomenclatura de su identificacion sea
incorrecta.

3.2.5. 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 [6]; sin embargo, es
menor al determinado por Afghan et al., donde
el promedio fue de 78.96% entre los
somaclones y parentales [1].

3.2.6. 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
0 accesiones con nombres incorrectos, €s 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%; L72-3a y 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
morfoldgicamente en campo. Los descriptores
morfologicos usados por Martinez y Romero
[24], para caracterizar la primera parte de la



coleccion del CINCAE, corroboran la
informaciéon molecular con la morfologica
[24]. Se tomaron las caracteristicas mas
predominantes al momento de la evaluacion,
coincidiendo morfolégicamente 4 pares de
duplicados: CC-8475, CP-5268, L-72-3 vy
Mex-69290.
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Figura 1. Dendograma mostrando la similitud de 167
variedades/clones, elaborado utilizando el método
algoritmico UPGMA incluido en el software
NTSYSpc. CINCAE, 2006.

4. 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 mads alto polimorfismo
son: OPA-17, OPA-19, OPB-01, OPBII,
OPC-14, OPE-01 y 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.

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
morfologicos, se concluye que las variedades
identificadas como B74418a y 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%; L72-3a y 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
permitio analizar la variabilidad genética de la
segunda parte del Banco de Germoplasma del



CINCAE y ademas diferenciar duplicados y
accesiones con nombres incorrectos.
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