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“USO DE MARCADORES MOLECULARES DE ADN POLIMORFICOS AMPLIFICADQOS AL
AZAR (RAPD's) PARA SELECCIONAR PROGENITORES EN CANA DE AZUCAR

(Saccharum spp)”

“THE USE OF MOLECULAR MARKER RAPD’s (Random Amplified Polymorphic DNA)
FOR PROGENITORS SELECTION IN SUGAR CANE (Saccharum spp)”

RESUMEN

El conocimiento y manejo de la diversidad genética permite ser mas eficientes en la combinacion
de parentales en las hibridaciones. En cafa de azucar existen caracterizaciones morfolégicas de las
variedades. Sin embargo, en algunos casos la variabilidad analizada puede ser debida a influencias
ambientales. Avances recientes permiten la utiizacion de marcadores moleculares de ADN, que de
conjunto con los métodos tradicionales de mejoramiento constituye una via poderosa para acelerar el
conocimiento genético y evitar la influencia del medio ambiente. Por ello, CENGICANA conjuntamente con
la FAUSAC realizé una evaluaciéon de 41 variedades provenientes de la coleccion de trabajo de
CENGICANA utilizando Marcadores de ADN Polimérficos Amplificados al Azar (RAPD’s, Randomly
Amplified Polymorphic DNA) a fin de identificar progenitores que definan cruzamientos mas exitosos.

La estandarizacion de la técnica en la presente evaluaciéon permitié la amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) de 10 cebadores o iniciadores
de Operon, mostrando en las 41 variedades analizadas un promedio 28 bandas polimoérficas/iniciador,
para un total de 275 en los iniciadores amplificados y “cero bandas” en las muestras testigo. Al
polimorfismo encontrado se le practicé un andlisis muiltivanado utilizando el programa NTSYS-pc que
calculd el coeficiente de Dice en cada variedad con respecto al resto de variedades. El promedio general
de similitud (de acuerdo con el coeficiente de Dice) alcanzado mediante el analisis fue de 0.43 sin incluir
la oportunidad de que las variedades puedan ser combinadas consigo mismas, con valores maximos de
0.74 y minimos de 0.17. Algunos valores comprendidos entre 0.17 a 0.25 por ser disimiles y aquellos
entre 0.74 a 0.70 por su similitud segin se vean, pueden ser evaluados en un proximo estudio o en la
siguiente campara de cruzamiento. La construccion de un dendrograma utilizando el método del promedio
aritmético de grupos de pares ro medidos (UPGMA, Unweighted Fair Group Method using arithmetic
averange) permitid visualizar las relaciones genéticas de 41 variedades de cafa de azlcar. Las
relaciones genéticas de los materiales analizados mostraron coeficientes aceptables de acuerdo con la
poblacion estudiada (0.34-0.74, 34 y 74% de similitud en los grupos integrados). Como tal, es posible



apreciar en 0.54 la formacién de 9 grupos que obedecen principalmente a los centros de desarrolio de los
matenales: El grupo |, Ubica principalmente un 75% de accesiones estadounidenses, asi como las
accesiones incluidas de Barbados, Filipinas y Australia. El grupo Il, la accesion de Java. El grupo lil,
ubicé el 100% de variedades colombianas y de Coimbatore. El grupo IV, ubica principaimente el 100% de
las puertorriquefias. Los grupos contenidos del V al Viil, ubican el 61% de variedades guatemaltecas. Y el
grupo IX, algunas accesiones disimiles al grupo procedentes de Guatemala, Cuba y Brasil. Las diferencias
analizadas en la poblaciéon bajo estudio por ende obedecieron exclusivamente diferencias en el ADN
muestreado de acuerdo a la especificidad de los “iniciadores o primers” utilizados en las 10
amplificaciones obtenidas en el presente estudio, evitando por tanto, sesgo en el analisis por efectos
ambientales.

Recomendando, efectuar cruzamientos entre individuos de los diferentes grupos sin excluir la
posibilidad de que, de acuerdo con la expenencia del fitomejorador, se seleccionen algunos individuos

dentro de algunos de los grupos para ser cruzados entre si.



1. INTRODUCCION

La cafa de azucar (Saccharum spp) se encuentra entre los cultivos mas importantes a nivel
mundial. Segun Ia Intemational Sugar Organization —SO, en su publicacion realizada en noviembre del
2002 a través de Ia revista QUARTERLY MARKET REVIEW la producciéon mundial de azucar es de
141,752,000 TMVC, el consumo mundial es de 137,390,000 TMVC, la exportacion mundia) total neta es
de 36,566,000 TMVC, del cual América Latina y el Caribe representa el 55% vy el resto del mundo el 45%.
Aunque cabe resaltar que los diez paises lideres responden por el 89% de la misma. Registra en los
Gltimos 14 afnos una mejora en la produccion de cana de 7.73 a 18.37 millones de TC. Y los quintales de
azucar producidos para el mismo periodo incrementaron de 14.22 a 41.57 millones. En materia de
exportacion de azucar Guatemala, ocupa el sexto lugar a nivel mundial, quinto a nivel latinoamericano y
primero a nivel Centroamericano, alcanzado para la zafra 2001-2 una produccion de 41.57 millones de
quintales de azucar con 179,471 has que rindieron 18.37 millones de TC de cafia. Como resultado de ello,
la agroindustria azucarera guatemalteca exportd 29.93 millones de quintales y ubicé en el mercado
interno 11.64 millones de quintales, con el cual las divisas por exportacion de azlcar y melaza permitieron
alcanzar US$262,439,000 (Pappa, 2003)

Para alcanzar la eficiencia antes mencionada en cafia de azicar se ha invertido en mejorar
aquellos caracteres de importancia econémica. Los diversos centros de mejoramiento sostienen especial
cuidado en la seleccion de progenitores. De lo contrario el proceso es oneroso, pues consume tiempo y
dinero.

Actualmente los programas de mejoramiento para cafia de azucar obedecen a caracterizaciones
morfolégicas y al conocimiento del comportamiento agronémico de los materiales. Por fortuna, avances en
biologia molecular permiten hoy por hoy, analizar las variaciones directas en el ADN de ia poblacion bajo
estudio, estas variaciones tienen la ventaja principal de no estar sujetas al ambiente donde se desarrolla
el organismo en estudio por un lado y por otro evitar cruzamientos emparentados.

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafa de Azucar (CENGICANA)
conjuntamente con la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (FAUSAC),
realiz6 una evaluacion de 41 variedades escogidas entre las 152 existentes en su Coleccion de Trabajo
utiizando Marcadores de ADN Polimérficos Amplificados al Azar (RAPD’s, Randomly Ampilified
Polymorphic DNA), con el objeto de medir la similitud genética existente entre ellos, a fin de identificar

yrogenitores para el programa nacional de mejoramiento.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

B criterio de seleccidbn de progenitores en cafa de azicar es basado en el conocimiento del
comportamiento agronémico de las variedades y caracterizaciones fenotipicas. Sin embargo, cuando no
se analiza la informacién contenida en el ADN es posible que el criterio de variabilidad genética analizado
se vea afectado por el medio ambiente por un lado y por otro que exista alta similitud genética en los
progenitores arriesgando vigor hibrido en la progenie.
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3. MARCO CONCEPTUAL

3.1 Taxonomia de la caiia de azucar

La cafia de aztcar esta ubicada taxonémicamente de la siguiente manera:

DIVISION: Embryophita siphonogama
SUBDIVISION: Angiospermae

CLASE: Monocotyledoneae
ORDEN: Glumiflorae

FAMILIA: Poaceae

TRIBU: Andropogonae
SUBTRIBU: Saccharae

GENERO: Saccharum

La clasificacion de las especies ha sido objeto de estudio de muchos taxénomos y aun quedan aspectos

por estudiar y definir. No se tiene como propésito principal analizar detalladamente esta materia.

3.2 Consideraciones generales de Saccharum

No se conoce con exactitud el origen de la cafa de aztcar; se han propuesto muchas teorias al
respecto, sin embargo, se considera que el centro de origen del complejo Saccharum es la regién que
comprende parte de la India, China, Nueva Guinea y zonas aledafias, por encontrarse ahi el mayor
namero de especies. Posteriormente este género se difundié a otras zonas como Hawaii, Africa Oriental,
Madagascar, Medio Oriente, el Mediterraneo y en el Atlantico, en as Islas Canarias. La India es
considerada como el primer centro de explotacion comercial de la cafia, donde se hizo azucar (Subirés, F;
1975)

El género Saccharum comresponde a un complejo constituido por seis especies; cuatro
domesticadas (S. officinarum, S. edule, S. barberi y S. sinensis) y dos silvestres (S. spontaneum y S.
robustum).

A. Saccharum officinarum esta especie es originaria de Nueva Guinea, de donde se extendi6 a
Indonesia, indochina, Burma, India y otros lugares. Es conocida como la cafia “noble”. Se caracteriza por
su alto contenido de sacarosa, tallos gruesos y pesados, con bajo contenido de fibra y altura media. Los
entrenudos son cortos en forma de barril, generalmente coloreados (rosado, rojo, amarillo, purpura, verde,
entre otros); las hojas anchas y se desprenden con facilidad. Son exigentes en clima y suelo; también scn
muy susceptibles a enfermedades. Muchas de las caracteristicas antes citadas hacen de esta especie un

material ideal desde el punto de vista industrial y agrondmico. Se presume que esta especie es el



resultado de la domesticacion de dos tipos silvestres de S. robustum cafa empleada por los primitivos
para masticar, por su bajo contenido de fibra y por su sabor bastante dulce.

B. Saccharum edule esta especie es originaria de Nueva Guinea y Melanesia. A veces se ubica en otros
grupos y muchas de sus caracteristicas son similares a S. robustum.

C. Saccharum barberi originaria del norte de la India. Se caracteriza por su altura media, tallos delgados,
entrenudos largos y cilindricos, secciones corchosas en la superficie de los entrenudos, hojas algo
angostas y cortas. También porque su contenido de sacarosa es bajo. Posee un sistema radical muy
desarrollado y se adapta bastante bien en condiciones adversas de suelo y clima.

D. Saccharum sinense es originaria de China e India. Se caracteriza por tener tallos altos, de grosor
medio en algunas variedades los tallos son delgados; tiene alto contenido de fibra y es pobre en sacarosa;
las hojas son angostas y las vainas se adhieren fuertemente al tallo. Algunas variedades, como “Uba”,
son muy resistentes a la sequia y al virus del mosaico. Pueden permanecer en el campo durante bastante
tiempo sin ser cortadas, pues aunque sufren algun deterioro, conservan su capacidad para crecer, sin
perjuicio para la cepa. Poseen un sistema radical bien desarrollado. Son resistentes a enfermedades y se
adaptan satisfactoriamente a las condiciones desfavorables del clima y del suelo.

E. Saccharum spontaneum es la especie con mayor distribucién ecogeogréfica; se extiende desde
Afganistan hasta la peninsula Malaya, Taiwan, Nueva Guinea, el Mediterraneo y Africa. Se caracteriza por
sus tallos delgados de mediana altura, hojas angostas, entrenudos largos y rectos, alto contenido de fibra
y bajo en sacarosa; el sistema radical es bastante desarrolladd, se adapta bastante bien cuando existe
sequia; es resistente a enfermedades, tolera el frio y es capaz de desarrollarse en condiciones adversas,
razon por la que es empleada por los fitomejoradores para incorporar sus caracteristicas a los nuevos
hibridos.

F. Saccharum robustum se ha encontrado en Nueva Guinea e Indonesia. Es un tipo de cafa alta, de
gran porte, gruesa y vigorosa, con alto contenido de fibra y bajo en sacarosa. S. robustum se ha
considerado el ancestro de S. officinarum, mas que S. spontaneum, por desarrollarse en zonas cercanas
a esta y por ser susceptible a las mismas enfermedades. Es bastante propensa al virus del mosaico. Los
cultivares comerciales son casi exclusivamente cruces derivados de la hibridacion de S. officinarum y S.
spontaneum.

Los hibridos poliploides que dieron origen a los cultivares actuales de cafa de azucar se
observan en la figura 1. Existen varios géneros relacionados con el género Saccharum, tales como
Enanthus, Ripidim, Miscanthus y Narenga entre otros. Las especies de Erianthus, Miscanthus y
Narenga, muestran una menor tendencia a presentar irregularidades meiodticas, comparadas con

Saccharum spp (Subirds R, F; 1975)
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Figura 1. Representacion esquematica de la citogenética de los cruces interespecificos que dieron origen

a las variedades actuales de Cana de Azucar (Saccharum spp) (Segun concluye Grassl, 1971)



El regreso al tipo altamente productor de azucar mediante hibndaciones, se obtuvo por
retrocruzamientos sucesivos con S. officinarum como progenitor femenino recurrente. Este procedimiento
se denomina “nobilizacion”. La hibridacion interespecifica ha provisto de la principal via de mejoramiento
de cafa de azucar, resolviendo algunos de los problemas de enfermedades, incremento de los
rendimientos y la adaptabilidad para el crecimiento bajo diferentes condiciones de estrés.

El género Saccharum representa un rango de ploidia, siendo todas las seis especies poliploides.
Estos tienen nimeros cromosémicos entre 100 y 130, de los cuales aproximadamente 10% se piensa que
se han originado de S. spontaneum. La contribucion genética de S. spontaneum a los cultivares de cafa
de azicar es esencial, pero aun no es bien conocida. EI nimero preciso de cromosomas de S.
spontaneum presentes en los cultivares modemnos de la cafia de azucar es indeterminado, asi como su
segregacion mediante cruzamientos sucesivos. La falta de recombinacion entre los cromosomas de las
dos especies en los cultivares es una suposicion que no ha sido definitivamente demostrada (Glazmann,
J.Ch; D Hont, A. 1999; Grassl, C.O. 1971)

3.3 Generalidades del Programa de Mejoramiento en GENGICANA

El programa de variedades de CENGICANA tiene como meta contribuir al incremento de la
productividad de azucar mediante la creacion de nuevas variedades utilizando un esquema de
mejoramiento genético que incluye diferentes etapas de seleccion de progenies. En dicho esquema, la
seleccion de los progenitores es importante para identificar caracteres de importancia econémica. Para
ello se han hecho estudios de vanabilidad existente mediante una caractenizacién agronémica y
fitosanitaria. Reportandose a la fecha avances significativos, obtenidos a través de la manipulacion de la
vanabilidad existente. Afo con afo, se inicia (a no ser que los fitomejoradores lo decidan) una campafa
nueva de cruzamientos a fin de encontrar combinaciones genéticas favorables. Y considerando que el
proceso puede durar entre los 12 afos (a través de los cuales se consume tiempo y dinero) los criterios
para la seleccion de progenitores merecen especial cuidado, pensando a la vez que los mismos provienen
de cruces intervarietales (y no de lineas puras) provocando por tanto una interesante variabilidad que
debe manejarse basandose en la experiencia e informacién existente (figura 2). De tal forma que ha
precisado que se conozcan las vanedades a profundidad para que a través del mismo se integre (Orozco,
2003)
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Figura 2. Esquema de Seleccion del Programa de Variedades de CENGICANA. Orozco, 2003.



3.4 Marcadores Genéticos

Aungue no se cuente con una especialidad en genética, de alguna manera nos resulta familiar el
concepto de herencia genética. Por ejemplo, con facilidad apreciamos similitudes entre los parientes de
una misma familia, pero a la vez existe variabilidad, esta variabilidad o “polimorfismo” genético, ocurre en
forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de organismos. Cualquier diferencia genética
detectable entre dos individuos es util entonces como una “etiqueta” o “marcador genético” que se
convertira en un rasgo caracteristico y propio de cada individuo o de cierto grupo de individuos.

El andlisis de la variabilidad de una poblacién se realiza con la evaluacién de la variacion de
“marcadores genéticos” los cuales se pueden clasificar en tres categorias: los morfologicos, los
bioquimicos y los moleculares. Es necesario escoger cual de los marcadores disponibles es mas
adecuado en cada caso (Ledn, 2000). Los marcadores morfologicos y los bioquimicos presentan algunas
desventajas: los marcadores morfolégicos son afectados en algunos casos de manera intensa por el
medio ambiente, tanto los marcadores morfologicos y los bioquimicos pueden ser especificos de un tejido
en particular o de un estadio de planta. Tal vez la desventaja mas importante en este sentido seria el
nimero limitado de marcadores morfologicos y bioguimicos y el enorme esfuerzo requerido para conjugat
varias caracteristicas en una sola variedad y su analisis simultaneo. Estas limitaciones han sido
superadas con la nueva generacion de marcadores, los llamados marcadores moleculares o los
marcadores basados en la variacion en el ADN. Los marcadores moleculares no son afectados por el
medio ambiente, ya que se basan en las propiedades del ADN y la informacién genética no cambia auque
las plantas estén sujetas a condiciones extremas y variadas. Ademas, como se trata de ADN, la
informacion es constante en cualquier parte de la planta y en cualquier etapa de desarrollo. Existe
potencialmente un nimero ilimitado de marcadores moleculares. Los marcadores moleculares detectan la
variacion natural entre individuos y su herencia sigue las leyes mendelianas. Una ventaja adicional a
nuestra disposicion es la posibilidad de analizar locis Unicos (regiones Unicas en el genoma) o locis
multiples (regiones repetidas a través del genoma).

Los marcadores morfolégicos son y seguiran siendo esenciales para analizar la variabilidad de
las poblaciones. Los marcadores molecuiares de ADN han abierto nuevos caminos para evaluar la
diversidad genética y encontrar la via para que ésta diversidad pueda ser explotada dentro de la compleja
estructura gendomica de los cultivares modernos. La deteccion y el aprovechamiento del polimorfismo en la
secuencia del ADN que ocurre en forma natural, representa uno de los acontecimientos recientes mas
significativos en biologia molecular.

El empleo del polimorfismo del acido desoxirribonucleico (ADN) o marcadores moleculares (MM), de

conjunto con los métodos tradicionales de mejoramiento, constituye una via poderosa para acelerar el
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conocimiento genético y aumentar la eficiencia del mejoramiento en la cana de azucar (Comide, M.T,
Galvez Rodnguez,G. 1999)

Para detectar polimorfismos con marcadores moleculares se han usado dos técnicas basicas de
biologia molecular: Hibridacion tipo Southem y la reaccion de polimernizacion en cadena, (PCR).

La reaccion de polimerizacion en cadena o PCR (Polymerase Chain Reaction), es una tecnologia
que se utiliza para sintetizar in vitro fragmentos especificos del ADN con la finalidad de detectar una
secuencia o gen de interés en el genoma de un individuo. Este método fue inventado por Kary Mullis en
1983 e inicialmente fue aplicado por el grupo del departamento de genética humana en Cetus para la
amplificacion de ADN de la B-globina humana, permite la amplificacion especifica de regiones de un
genoma flanqueadas por secuencias conocidas Pequeiios oligonucledtidos, con homologia a las
secuencias flanqueantes, son utilizados como iniciadores por la polimerizacién del ADN de la region de
interés (Williams, JG. et al. 1990). Y la Hibridacion Southern se basa en la propiedad del ADN de hibridar o
aparear con secuencias homologas.

Los marcadores genéticos moleculares tales como: RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms), RAPDs (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) y ultimamente Microsatélites estan siendo rapidamente incorporados en el conjunto de
técnicas utilizadas por taxénomos, genetistas y mejoradores (Ramirez, H; Calderon, A; Roca, W.M. 1989)

El producto de dicho proceso permite rastrear “Huellas genémicas o huellas de ADN” estas
huellas pueden estar asociadas a un caracter agronomico especifico de interés para el investigador,
pudiéndose reducir el tiempo para obtener aquel genotipo que tenga un potencial genético deseable, sin
necesidad de esperar su madurez y evaluacion en ambientes diferentes (Monteczuma, G. 1992)

Los RFLP se basa en la técnica de hibridacion tipo Southem, Si cortamos el ADN de un individuo
con una enzima de restriccién, el patrén preciso de fragmentos puede variar comparado con otro individio.
Esto se debe a pequeiios cambios que ocurren en o cerca de los sitios de restriccién. Cuando se hibridiza
el ADN de diferentes individuos con una sonda especifica marcada con un elemento radiactivo,
detectamos estos pequeiios cambios o polimorfismos como diferencias en la migracion de los fragmentos
enun gel de agarosa. Fragmentos mas grandes corren mas lentamente.

Los AFLP, que combina analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion con
deteccion por PCR. -La base del polimorfismo de los AFLP es igual que en el caso de los RFLP; En el
procedimiento de del AFLP, se corta el ADN gendmico con enzimas de restriccion como el caso de los
RFLP; sin embargo, en lugar de utilizar una sonda para detectar polimorfismos se usa PCR. Los
oligonucledtidos utilizados no son de secuencias al azar, sino especificos para los sitios de restriccion.

Primero se lleva a cabo una ligacién de adaptadores especificos, en los extremos cortados,

luego se hace la PCR con oligonucleétidos homélogos a los adaptadores y con una base selectiva.
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Durante la reaccion en realidad son los fragmentos de restriccion los que son amplificados. El marcaje de
uno de los oligonucledtidos con radiactividad permite visualizar las bandas amplificadas después de
electroforesis en geles de archilamida. Debido al gran nimero de enzimas de restriccion disponibles, y el
numero posible de permutaciones de secuencias de oligonucleétidos al azar, aunado al hecho que RAPD
y AFLP detectan multiples locis simultaneamente, estos marcadores son potencialmente ilimitados.

Los microsatélites, SSR (Microsatellite DNA sequences o Simple-sequence repeatss) son muy
usadas en descripciones de variaciones genéticas de plantas. Las secuencias de ADN Microsatélites o
Simple Secuencias Repetidas (SSR) es un tipo de marcador genetico “basado en 1-6 nucleotidos
centrales elementos que estan en Tamdem repetidos desde 2 o muchos miles de veces. Estos
marcadores son detectados con amplificacién de ADN por la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
(Browi, et al., 1996).

En 1963 D’Hont y colaboradores realizaron el primer analisis de diversidad genética en cafa de
azucar utilizando RFLP. Después de la secuenciacién, la metodologia de los RFLP hasta el momento es
la que proporciona una mejor resolucion en el analisis del genoma, pudiendo diferenciar ain entre grupos
de organismos muy similares, ademas permiten detectar heterocigotos pues expresan codominancia. A
partir de 1993 hasta ahora se han publicado muchos trabajos en los cuales se emplea ésta técnica. En
1,994 Y.H. Lu y colaboradores hicieron un analisis de diversidad genética y la estructura del genoma en
40 variedades de caia de azucar logrando detectar 411 fragmentos polimoérficos. Los trabajos posteriores
se orientaron significativamente a descifrar la organizaciéon del genoma, a detectar marcadores asociados
a caracteristicas de interés y a la construccion de mapas genémicos. No obstante la gran utilidad en el
andlisis del genoma poliploide, los RFLP presentan grandes dificultades metodolégicas, pues se necesitan
grandes cantidades de ADN con un alto grado de pureza asi como sondas radioactivas con una secuencia
de ADN que debe ser previamente conocida (Powell, W. et al. 1996).

A partir de 1990 cuando Williams y colaboradores establecieron la técnica de los RAPDs, la
necesidad de una sonda especifica de secuencia conocida y el uso de radioactividad eran superados por
la utilizacion de oligonucleétidos con una secuencia al azar. Es asi como surge una nueva técnica que
permite el analisis gendmico de una manera mas sencilla aunque un poco menos precisa. Los primeros
trabajos en cafa de azucar utilizando RAPDs se refieren principalmente a la estandarizacion y validacion
de las metodologias. En 1,994 Harvey con la técnica de los RAPDs logra hacer una diferenciacion entre
21 variedades de cafia de azlcar generando 101 marcadores polimérficos, usando 41 oligonuclettidos
iniciadores. Ese mismo afo Almeida genera marcadores RAPDs para dos variedades comerciales
utilizando 20 iniciadores. Nair demuestra convicentemente la eficacia de los RAPDs para identificar
relaciones filogenéticas en el denominado complejo Saccharum el cual incluye a S. officinarum, S

sinense, S. robustum, S. spontaneumy a los géneros Narenga y Sclerostachya.
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A partir de estos estudios base para cafa de aziucar en 2001 Leon, L.F. utilizé marcadores de
ADN RAPDs para la deteccion de la variacion genética en 39 genotipos de cafa de azicar y en el 2004
Queme, J.L. Moline, L. Melgar, M realizaron un analisis de similaridad genética entre 48 variedades de
cafa de azucar utilizando secuencias de ADN microsatellites. Ambos estudios son utilizados para el
programa de mejoramiento de CENGICANA.

3.4.1 Marcadores de ADN Polimérficos Amplificados al Azar (RAPD’s)

La técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA, por sus siglas en ingles), son
marcadores moleculares generados por la ampliacidon de segmentos aleatorios de ADN. La técnica es una
variacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para que se lleve a cabo la reaccion se requiere del ADN que se desea amplificar; una enzima
termoestable conocida como Taq (aislada de la bacteria Thermus aquaticus); magnesio como cofactor de
la enzima; secuencias cortas de oligonucleétidos (e,g., 10 pares de bases) conocidas como “primers” y
nucledtidos libres. La reaccion de amplificacién se lleva a cabo mediante cambios de temperatura. EI ADN
se desnaturaliza por calor (~ 91°C) esta temperatura dependera de la proporcion de pares de bases
Guanina-Citosina en la doble hélice (Debido a que cada par de bases G-C tiene tres enlaces de
hidrogeno, es mas estable que un par de bases Adenina-Timina que tiene solamente dos enlaces).
Cuanto mas pares de bases estén contenidos en el segmento de ADN, mayor energia es necesaria para
separar las dos cadenas. Y al disminuir la temperatura (~42°C) el Oligonucleétido se alinea a uno o varios
sitios homologos en la cadena de ADN desnaturalizada y finalmente se mantiene la temperatura 6ptima
para la enzima (72°C) y de esa forma comienza la fase de replicacion.

Esta técnica se basa en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios complementarios
al oligonuciétido a lo largo del genoma. Los segmentos de ADN amplificados con ésta técnica son
separados por medio de electroforésis en geles de agarosa, teflidos con bromuro de etidio y visualizados
con luz ultravioleta (Gallego, G; Gallego, E. 1991. Arreondo, P.R. 1993, Figura 3)
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Las bandas son generadas por la existencia de varios sitios de acoplamiento para un
oligonucledtido particular. Los polimorfismos (e.g., diferencias en el numero de bandas) entre los
individuos generados por los RAPD’s se deben a cambios en la secuencia de nucledtidos en los sitios de
acoplamiento y por insercion o deleccion de los fragmentos en esos sitios. Y por lo regular no estan
asociados con caracteres propios de los organismos (Monteczuma, 1993).

Como una regla, los productos de amplificacién individuales representan un alelo por locus. Las
mutuaciones que inhiben el alineamiento del aligonucleétido o que de alguna forma previenen la
amplificacién son detectadas por la ausencia (e.g. pérdida de bandas) de fragmentos amplificables de
ADN (Williams, et al. 1990).

Con ésta técnica no es posible distinguir homocigos dominantes de heterocigos para un
fragmento particular.

Los RAPDs se conocen como marcadores dominantes/recesivos ya que el caracter que se
obtiene es la presencia/ausencia de una secuencia amplificable. Por lo tanto, los términos dominante y
recesivos aplicados a los datos de RAPDs solo se refieren a la amplificacién o no durante la reaccion er
cadena de la polimerasa. (Otero Amaiz, A; De La Cruz, M; Oyama, K. 1997, figura 4).
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3.4.1.1 Los Componentes del PCR-RAPD's

La eficacia del PCR esta medida por su especificidad, eficiencia y fidelidad. En principio cada
componente fisico y quimico del PCR puede ser modificado para producir un incremento en el producto.
Debido al complejo de interacciones entre los componentes de la PCR y la amplia variedad de
aplicaciones en las que ésta técnica se ha usado, no hay un listado unico de condiciones que puedan ser
las 6ptimas para todas las posibles reacciones; sin embargo aqui se citan los componentes mas
comunmente utilizados.

a) El ADN molde
Las preparaciones del ADN molde se pueden obtener de extractos semicrudos y no es necesario

purificar exhaustivamente éste ADN. Cuando se trabaja con ADN genémico, cuyo tamafio molecular y
complejidad son elevados, normalmente se aplican entre 0.5-1.0 pg de ADN a la solucion de
amplificacion, pero en ocasiones el fragmento de interés ya esta clonado en algun vector, por ejemplo en
un plasmido, y en ese caso disminuye la cantidad de ADN a amplificar, en donde se pueden utilizar tan
solo unos cuantos nanogramos (Background, 1992).

Uno de los problemas en la extraccion de ADN de plantas es la composicion de la pared
celular la cual dificulta el acceso al interior para extraer su contenido, por ello dicha pared celular debe
romperse para liberar los constituyentes celulares, lo cual se hace generalmente por accidon mecanica,
pulverizando el tejido con hielo seco o con nitrégeno liquido.

Posteriormente las membranas celulares deben destruirse de manera que el ADN sea liberado
dentro del buffer (tampén) de extraccién en presencia de detergentes y soluciones de baja o alta fuerza
ionica (el ADN es menos soluble en soluciones de fuerza ionica intermedia [0.4-0.8 M). Es importante
asegurarse que una cantidad significativa de ADN no sea atrapada en los desechos o restos celulares, y/o
que el ADN esté completamente disociado de proteinas y otros contaminantes que podrian infenr con el
subsecuente andlisis.

El ADN debe ser protegido de la accion de enzimas (nucleasas), para éste propésito se usan
detergentes como el EDTA (acido etilene-diamintetraacético), agente quelante que une iones de
magnesio, el cual es considerado un cofactor necesario para la mayoria de las nucleasas. Después de la
incubacion inicial, las proteinas denaturadas y la mayoria de los carbohidratos son removidos al
emulsificar la mezcla buffer (tampon)/tejido con fenol (desnatura y separa las proteinas de el ADN) o
cloroformo. Puede darse una etapa adicional de cloroformo para agudizar la fase de separacion entre los
solventes organicos y la fase acuosa.

Finalmente, hay que separar el ADN de la fase acuosa, para lo cual se debe precipitar el mismo,
usando un alcohol como el etanol puro o el isopropanol, siendo el Gltimo mas selectivo en la precipitaciéon
del ADN en presencia del ARN; sin embargo, el isopropanol requiere alta concentracion de ADN para dar
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mejor rendimiento después de precipitado el ADN se disuelve en una solucion tampén (TE pH: 8.0) o en
agua bidestilada; el ARN, es removido adicionando enzima RNAasa a la solucion.

Otra consideracion importante en el aislamiento del ADN, es la contaminacion de la muestra con
polisacaridos (no removidos durante el proceso de extraccion) que afectan la pureza del ADN; éstos
carbohidratos pueden inhibir la actividad de algunas enzimas como: como polimerasas, ligasas y
endonucleasas de restricciéon, pudiendo interferir con la concentracién del ADN y ademas el ADN puede
ser parcialmente digerido. Para prevenir tal contaminacién debe tenerse en cuenta que la base para la
separacion de los polisacaridos de los acidos nucleicos, es su diferencial solubilidad en presencia de
detergentes como el CTAB (Hexadecil trimetil bromuro de amonio) o combinar el CTAB con un paso
posterior de fenol-cloroformo puede resultar efectivo para eliminar complejos de carbohidratos.

En algunos tejidos el ADN extraido puede presentar una coloraciéon gris 0 parda, la cual se debe

probablemente a la actividad de polifenoloxidasas, para evitar tal situacion se recomienda incluir en el
buffer de extracciéon P.V.P. (Polivinil pirrolidona).

Tabla 1. Reactivos empleados en la extracciéon de ADN (diversas fuentes)

REACTIVO CARACTERISTICA FUNCION
1. TRIS (hidroximetii amino metano) Tampén Biolégico - Mantener estable el pH
de la solucién (pH: 7.0-8.0)
2. EDTA (Etilen diamino tetra acético) Agente Quelante - Toma iones Mg++
3. Acetato de Sodio Sal - Precipita el ADN
4. Acetato de Potasio Sal - Precipita proteinas
5. Fenol Solvente Organico - Desnaturaliza Proteinas
6. Cloroformo Solvente Organico - Remueve lipidos
- Desnaturaliza proteinas
- Solubifiza af fenol y lo
elimina de la soluci6n.
7. SDS (Sodio dodecil suifato) Detergente Aniénico - Solubiliza proteinas,
tejidos y membranas.
8. Sarkosil (Laure! sarcosina) Detergente Ani6nico - Inhibe hexoquinasas
- Semejante a la actividad
del SDS.
9. CTAB (Hexadecil trimetil bromuro Detergente Catiémocp - Solubiliza polisacaridos
de amonio)
10. g-Mercaptoetanol Antioxidante - Evita color pardo
- Escinde puentes disulfuro
11. Triton X-100 Detergente polar Disuelve componentes
de tejidos y membranas
12. DTT (Ditriotreitol) Antioxidante

- Reduce grupos sulfuros
de proteinas.

- Baja concentraciéon
permite actividad

enzimatica.
Continua.... pagina siguiente.
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13. Octanol-alcohol isoamilico Alcohol - Agentes antioxidantes
- Disminuye formacién de
interfases.
14. PVP (Polivinit pirrolidona) Detergente - Elimina compuestos

fendlicos que pueden
inhibir actividad enzima-

tica.

15. Etanol-Isopropanol Alcoholes - Precipitan Ac. Nuclelcos
(A bajas temperaturas).

16. RNAsa Enzima - Elimina ARN

17. NaCl, KCI Sales - Equilibrar las fuerzas
idnicas.

Existen por tanto varios protocolos y kits para la extraccién de los mismos auxiliandose de la accién de CTAB, SDS y acetato de
potasio, Extraccién con la técnica alcalina y extraccién con proteinasa K.

b) El amortiguador

La solucion amortiguadora estandar para el PCR contiene KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.4,
MgCl, 1.5 mM y gelatina en concentraciéon de 100pg/ml. De entre esos componentes la concentracion del
ion Mg es de mucha importancia, ya que depende de ella la eficiencia y la especificidad de la ampliacion,
en cuanto al alineamiento de los oligonucledtidos con el ADN molde y la actividad de la polimerasa;
Generalmente se obtienen buenos resultados cuando ésta concentracion varia en intervalo de los 1.5 a
los 4 mM, sin embargo, es importante mantener baja la concentracion de EDTA, acido
etilendiaminotetracético, que es un quelante de iones mono y divalentes, y el cual es un componente
comun en los amortiguadores en los que se disuelve el ADN, el que puede modificar la concentracion final
del Mg++ libre en el amortiguador de amplificacion.

Sin embargo, la concentracion 6ptima del MgCl, puede variar entre 0.5 mM a 5mM. Aunque el
buffer estandar puede trabajar bien para un amplio rango de plantilly primers, el buffer optimo varia para
un particular PCR dependiendo del ADN, secuencia del primer, concentracién de otros componentes en la
relacion. La concentracion de Mg debe modificarse cuando una nueva combinacion de ADN-primer se usa
o cuando la concentracion de los dNTPs o Primers es alterada. Los dNTP’s son la principal fuente de
grupos fosfatos -en -la reaccidn y los cambios en la relacion afecta la concentracién disponible de
magnesio. La presencia de cationes divalentes es critica. Algunos investigadores usan Triton X-100,

gelatina o BSA para estandarizar las enzimas y glicerol o formamida para aumentar la especificidad.



c) Los desoxirribonucleétidos de tifosfato, dNTPs

Al llevar a cabo la reaccion de sintesis de una cadena complementaria, Ia ADN polimerasa
incorpora desoxirribonucledtidos al formar un enlace fosfodiéster entre el grupo —OH libre en el extremo 3’
de la cadena naciente y el grupo fosfato 5’ del dNTP; La energia para tal reaccion proviene de la hidrolisis
del fosfato y de cada dNTP que se incorpora. En el caso del PCR, cada dNTP se agrega a la solucién en
una concentracion que oscila alrededor de las 200 uM, sin embargo, es muy importante mantener la
concentracion equimolar entre los cuatro dNTPs, lo que evita que la Taq ADN polimerasa incorpore un
dNTP equivocado en determinadas posiciones, lo que incrementaria la tasa de error de la polimerasa por
nucleétido que se polimeriza, la cual se calcula como 1.5x10° y 0.7x10® para substituciones o cambios
del marco de lectura, respectivamente. Por otro lado, se sabe que cuando la concenrtracién de los dNTPs
escede los 50mM, se inhibe la actividad de Ila Taq ADN polimerasa.

Una mezcla desbalanceada de dNTP’s (Concentracion de los 4 dNTP’s desigual) puede reducir
la fidelidad de la Taq. Los stocks de dNTP's deben estar a un pH 7.0. La concentracion de
deoxinucleotidos entre 20-200puM de cada uno resulta un balance éptimo entre producto, especificidad y
fidelidad. La especificidad del PCR se aumenta utilizando concentraciones de dNTP’s mas baja que el
recomendado para PCR mediado por Kienow (1.5mM cada uno). Se debe decidir entre la mas baja
concentracion de dNTP apropiada para la longitud y composicion del ADN a ampilificar.

Por otro lado también se discute respecto a los dNTPs concentraciones entre 50-200uM cada uno,
asegurando que si las concentraciones son altas es posible que se promuevan falsas incorporaciones por

la polimerasa, lo que debe evitarse (Valdez Moctezuma, 1995).

d) Los Oligonucleétidos sintéticos

Para que la reaccién se lieve a cabo es necesario seleccionar dos oligonucledtidos sintéticos, u
oligos, que hibriden con regiones del ADN molde que se localicen en los extremos de a region de interés.
Estos 6ligos se deben orientar con sus extremos 3’ (OH) hacia el oligo opuesto, es decir, deben estar
encontrados, y ser complementarios para ambas cadenas del ADN molde. La longitud de los oligos es de
10 a 30 nucledtidos, y su secuencia debe presentar la mayor similitud posible con la secuencia blanco, ya
que de ello depende el éxito y la especificidad de la amplificacion; se recomienda que la
complementariedad entre el oligo y Ia secuencia blanco sea cercana al 100%, en las ultimas 5 a 6 bases
del extremo 3’ de oligo, para asegurar la amplificacion. Ademas se debe evitar que ambos oligos muestren
secuencias complementarias entre si, particularmente en sus extremos 3’, para evitar la formacion de
dimeros o concatatenameros; asi mismo también es necesario evitar la presencia en los oligos de

secuencias que favorezcan la formacion de estructuras secundarias que pueden interferir en el
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alineamiento correcto. Tipicamente el contenido de G + C debe ser alrededor de 40 a 60% para ambos
oligos.

Generalmente se considera determinar el valor de Tm, o temperatura de fusion de los oligos, ya
que éste valor resulta necesario para calcular la temperatura tedrica en la que se debe llevar a cabo el
alineamiento, o Ta,

Ta=Tm- 50C = 2 (A+T)+4(G+C)-50C

Este valor de Ta normalmente oscila entre los 60 a 65°C, sin embargo, dadas las caracteristicas
del sistema de amplificacion, en donde a mayor temperatura, es decir, en condiciones astringentes, la
especificidad sera mayor y a la inversa. Usualmente, 20 segundos de extension es suficiente para
amplificar fragmentos mas pequefios que 500bp y 40 segundos para fragmentos mayores a 1.2 kb. Sin
embargo esto puede variar ya que la Taq ADN polimerasa puede adicionar 60 bases por segundo a 72°C.

Generalmente los oligos se afaden a la solucion de amplificacién en una concentracion que
oscila entre los 0.1 y 1.0 uM. Pero la concentracion 6ptima, asi como la concentracion del ADN se
determinan empiricamente. Si hay poca plantila o primers imposibilita la unién a su secuencia
complementaria. Mucha plantilla puede ayudar a eventos de mal apareamiento. Otra situacion que puede
presentarse debido a altas concentraciones es generar artefactos independientes de plantilla denominado
“Primer-Dimer”. Productos no especificos y Primer-Dimer son sustratos para PCR y compiten por el
producto deseado por enzima, dNTP’s y primer resultando en una disminucioén de la concentracion de
producto deseado (Valdez Monteczuma, 1995).

e) La enzima ADN polimerasa
La purificacion es a partir de una bacteria termofilica llamada Thermus aquaticus y por ello a esta

enzima actualmente se le conoce como Taq ADN polimerasa. Esta enzima tiene un peso molecular
cercano a los 93.910 kDa con una actividad especifica de 200,000 U/mg, cuya temperatura optima, en
donde se observa su actividad maxima es entre los 75-80 °C; su tasa de incorporacién de nucledtidos,
Kcat, es de unos 150 nucledtidos/s/enzima. La vida media de la actividad de la Taq es mas de 2 horas a
92 5°C, 40 minutos a 95°C y 5 minutos a 97.5°C.

La funcién de la enzima es llevar a cabo la sintesis de la cadena complementaria del ADN molde
en el sentido 5’ a 3’ siempre y cuando exista un grupo —OH libre en la posicién 3’ de un fragmento de ADN
que se conoce como cebador o primer. A partir de donde se inicia la sintesis.

Una concentracién reccmendada de Taq esta entre 1 y 2.5 unidades por 100pl de reaccion
cuando otros parametros son 6ptimos. Para optimizar un PCR es recomendable probar concentraciones

de enzima que vallan desde un rango de 0.5-5.0 unidades por cada 100ul de reaccion. Si la concentracion
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de la enzima es alta se pueden producir amplificados especificos y si es baja, poca cantidad de producto
es sintetizado.

f) El Agua
Definitivamente otro de los parametros a considerar es la calidad del agua que se utiliza en el

"Master Mix” tanto por el aspecto de contaminacion como por aspectos de sales u otros productos que
pudiera contener, por tanto se recomienda usar agua tridestilada-autoclaveada, importante a la vez
alicuotarla para evitar su contaminacion mediante el uso constante.

g) El ciclo térmico

La eleccion de la temperatura de apareamiento es probablemente el factor mas critico en la
busqueda de un PCR especifico, si la temperatura es muy alta no hay apareamiento, pero si es baja se
producen apareamientos no especificos. La temperatura y la longitud del tiempo para el apareamiento
esta en funcion de la composicion de bases, longitud y concentracion de los primers. Una temperatura
aplicable es 5°C por debajo de la verdadera temperatura de amplificacion. Temperaturas entre 55°C y
72°C generalmente produce mejores resultados. Para una mayor especificidad en los ciclos iniciales, la
Taq “puede” adicionarse después del primer ciclo de denaturacion durante el apareamiento. Un error
comun es hacer muchos ciclos en un PCR: Un nimero muy alto de ciclos puede incrementar la cantidad y
complejidad de productos no especificos y pocos ciclos disminuyen el producto.

3.4.1.2 Deteccion de diferencias entre individuos

Los cambios en o alrededor de las regiones de homologia con el ADN de la planta provocan
cambios en la capacidad de un fragmento a ser amplificado y causa polimorfismo. Estas diferencias
pueden ser detectadas por técnicas electroforéticas convencionales y visualizados por iluminacion
ultravioleta (UV) de geles de agarosa impregnados con bromuro de etidio, con el que los fragmentos
forman complejos fluorescentes.

La electroforésis es una técnica muy utilizada para la separacion de los acidos nucleicos y, en
general, la movilidad del ADN a través de la matriz esta en funcién de su carga negativa, por lo que los
fragmentos tenderan a emigrar hacia el polo positivo de la camara de electroforésis. La técnica envuelve
la separacion de dichas moléculas con base en su movimiento bajo la influencia de un campo eléctrico.
Fue desarroliada inicialmente por Ame Tiselius en 1930 para Ia separacion de proteinas séricas.

El tipo de electroforésis que utiliza para la separacion de los acidos nucleicos es la electroforesis
zonal. En ella se utilizan medios de soporte para crear zonas separadas en las que casi todas las

moléculas de una mezcla pueden identificarse independientemente. Los medios de soporte mas utilizados
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son los geles (agarosa y poliacrilamida). Estos se ponen en contacto o sumergen en una solucion buffer

que permite la conduccion del campo eléctnco a lo largo de todo el sistema.

3.4.1.2.1 Factores que afectan la tasa de migracion electroforética

A) Dependientes de las moléculas a separar:

a. Tamaio molecular, En general se tienen que moléculas con mayor tamafio molecular migran mas lento
a lo largo del gel que moléculas con un tamafio molecular bajo. Esto es deducible debido a que
fisicamente es mas dificil para las moléculas grandes deslizarse a lo largo de los poros de un gel. Asi, la
tasa de migracion es inversamente proporcional al logaritmo del namero de pares de bases en los acidos
nucleicos.

b. Conformacién, las moléculas superenrrolladas o superhelicoidales son mas compactas que las

moléculas lineales: por esta razoén, tienen una tasa de migracion mayor.

B) Dependientes del sistema electroforético:

a. Concentracion del gel. A una mayor concentracion del gel, los poros a través de los cuales se
desplazan las moléculas son de un menor tamafio y, por tanto, dichas moléculas migraran a una tasa
menor.

b. pH del buffer. Cuando el pH de la solucion buffer en la que se esta llevando a cabo la electroforesis es
mayor, los polinucleétidos migran mas rapidamente debido a que su carga se hace mayor.

c. Composicion del buffer. Los cationes que pueden estar componiendo el buffer se unen a las cargas
negativas de los polinucledtidos neutralizando alginas de sus cargas negativas y retrasando asi la
migracion electroforética. Cuando los buffers tienen una alta fuerza ionica se pueden dar distorsiones en
la corrida electroforética debido al aumento considerable de la temperatura. Los buffers mas utilizados en
la electroforesis de acidos nucleicos son TAE (Tris-Acetato-EDTA), TBE (Tris-Borato-EDTA) y TPE (Tris-
Fosfato-EDTA).

d. Voltaje aplicado. La movilidad electroforética es directamente proporcional al voltaje aplicado.

e. Temperatura. En general la temperatura no afecta la tasa de migracién electroforética en geles de
agarosa. En geles de poliacrilamida un aumento de temperatura puede significar una mayor tasa de
migracion. Por otro-lado, la temperatura puede ser un factor de distorsion de la corrida electroforética
porque diferencias en temperatura causan cambios en la densidad y viscosidad del gel. Temperaturas
extremadamente altas causan evaporacion del buffer de electroforésis y subsecuente concentracion de

las sales presentes en él.
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3.4.1.3 Tincion de Geles

La visualizacion de las moléculas de ADN, ARN y proteinas separadas mediante electroforesis,
se lleva a cabo mediante el uso de ciertos compuestos quimicos en soluciéon que tienen la capacidad de
reconocer a estas macromoléculas en el gel e interaccionar con ellas. Dependiendo del tipo de compuesto
quimico que se utilice, su visualizacion puede ser directa o con luz UV. Varios métodos se han
desarrollado para tales efectos, pero aqui solo se describe el que se utilizan de manera frecuente en la
tincion de acidos nucleicos. Principalmente en la técnica RAPD's. El ADN puede visualizarse en el gel
por previa tincion con una solucion de “bromuro de etidio” (0.4-1.0 pg/mL) durante 15 minutos y posterior
observacion con luz UV. El bromuro de etidio (bromuro de 3,8 diamino-6-etil-5-fenilfenantridio) (Etidium
bromide, EBr, EtBr; 3,8-diamino-6-ethyl-5-phenilphenantridium bromide): es un colorante cancerigeno
fluorescente que se intercala entre los pares de bases de doble cadena del ADN y del ARN. El complejo
acido nucleico-bromuro de etidio fluorescente cuando se expone a luz UV de longitudes de onda de 300
nm o menores. Se utiliza para visualizar moléculas de acido nucleico de doble cadena en geles de
agarosa o poliacrilamida por emision de fluorescencia a 590 nm. En condiciones de tincion apropiadas, la
intensidad de la fluorescencia es proporcional a la masa de los fragmentos de ADN o ARN que permiten
su determinacion. El BrEt también se usa para la separacion de ADN circular covalente cerrado (ADNccc),
a partir de duplos lineales por centrifugacion con gradientes de densidad. La capacidad del bromuro para
pegarse a las moléculas lineales es elevada ademas que tiene alta densidad con respecto a los cccADNs
que estan superenrrollados y no pueden integrarse como muchas moléculas seguidas.

La cantidad de ADN que puede visualizarse dependera del grosor del gel y del tamaio del pozo.
En un minigel (de 10 a 11 mL de agarosa en una placa da vidrio de 7.5 x 5 cm) y un pozo de 0.3 cm, la
cantidad minima de ADN que se puede visualizar es de aproximadamente 1 ng. También es posible la
deteccion de los acidos nucleicos cuando el bromuro de etidio se incorpora a la muestra antes de la
electroforésis.

El transiluminador es una fuente de luz UV que sirve para inducir la emision de luz floorescente a
partir del colorante intercalado entre las dos cadenas del ADN duplo (bromuro de etidio), o las dobles
cadenas de ARN, permite visualizar moléculas de &acido nucleico separadas en el gel mediante
electroforesis. En un transiluminador, la lampara de luz UV esta colocada en un soporte apropiado debajo
del gel y la radiacién UV esta dirigida hacia el investigador (por esta razon es necesaria la proteccion de
los ojos con caretas o anteojos apropiados).
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3.4.1.4 Andlisis e Interpretaciéon de Huellas de ADN

Un patrén de huellas genéticas obtenido de una muestra de ADN particular, es raramente
informativo por si mismo. En lugar de eso, los patrones originados de diferentes muestras deben ser
comparados unos con otros. Para hacer esto, a las bandas individuales dentro de una linea en el gel se
les asigna una posicion particular (esto es frecuentemente hecho por fragmentos indicadores del peso
molecular) y diferentes lineas son simultaneamente analizadas por comigracion de bandas del mismo
tamaio (bandas iguales); sin embargo, esta técnica tiene algunos problemas y consideraciones generales
asociadas con el tamario del fragmento y el andlisis simultaneo. En definitiva, lo que se pretende es
codificar la presencia de bandas colocando “uno, 1” y de la misma manera la ausencia de bandas con
“cero, 0” para un pesc molecular en particular. Debido a que las bandas o huellas provienen de la
amplificacién de fragmentos de ADN en las regiones de homologia para una regién en particular es
posible comparar los materiales y de esa forma conocer cuan similares geneticamente son los individuos
(en este caso particular, variedades). Una vez generadas las matrices debera calcularse la similitud de los

materiales y construir un dendrograma para visualizar las relaciones.

3.5 Analisis estadistico en NTSYSpc

NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analisis System) esta disefiado para realizar una
confortable variedad de analisis, (Rohlf, f.j. 2003). Pero para analisis como los realizados en el presente
basta con construir cuidadosamente la matriz de presencia-ausencia proveniente de la amplificacion de
fragmentos generados por los iniciadores y preferiblemente “unir” las matrices generadas por los
iniciadores de tal forma que obvie el peso molecular de los fragmentos amplificados y que permita rastreai
la mayor cantidad de ADN posible. Dentro de las caracteristicas para poder iniciar el corrimiento, el
programa examina la informacién que esta por ingresar mediante el STAND module. De tal manera que
los datos son previamente estandarizados impidiendo errores tanto en filas como en columnas de tal
forma que chequea el polimorfismo ingresado y nos brinda sus comentarios.

Seguidamente una matriz de similaridad o de disimilaridad tiene que ser producida. Esta brinda
una medida de dis/similaridad entre todos los pares de OTUs (columnas) de la matriz estandarizada de
datos. EI SIMQUAL module es usado para variedades cualitativas (e.g., presencia/ausenta). Este incluye
estos coeficientes, el seleccionado para el presente andlisis fue el coeficiente de Dice de tal forma que
genera una matriz que permite visualizar la similitud genética de los materiales en estudio (todos contra
todos).
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SAHN lleva a cabo la aglomeracién necesana para el analisis clustrer, este incluye los métodos
tales como UPGMA (Unweighted pair-group method, anthmetic averange) que es a menudo el mas usado
y es llamado “el vecino mas cercano”’. Esta estrategia computa ia distancia promedio desde un cluster (1J).

Este procesa la distancia de todos los pares de individuos en el cluster (ni, nj). La distancia entre

el grupo (1J) y otro cluster H es obtenida por
D(ij)H = Zi Zk Dik / ( Noo NH))

Donde Dik es la distancia entre individuos en el cluster (1J) e individuo k en el cluster H. Ngo y N(H)
son los numeros de items en el cluster (IJ) y H, respectivamente. Los parametros usados por la formula
combinatona son ai= ni/ nk , oj= nj/nk, y p=y= 0 (Everitt, 1980; Lance and Williams, 1967 citados por F,
Rincén et al).

Por daltimo la opcion TREE despliega el arbol (e.g. formando un analisis cluster) como el grafico
de fenograma. Este provee algunas opciones en cuanto a la escala y manuscritos acerca de lo interactivo
del arbol.
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4. OBJETIVOS
4.1 General

Determinar la dis/similitud genética entre variedades, con el propoésito de identificar progenitores
contrastantes a fin de buscar heterosis en las hibridaciones.

4.2 Especificos

4.2.1 Registrar el patron electroforético producto de la amplificacion de las variedades bajo estudio para

analizar la condicion generada por el iniciador.

4.2.2 Calcular el coeficiente Dice a fin de conocer la similitud genética de las variedades bajo estudio.

4.2.3 Construir un dendrograma para analizar las relaciones genéticas de las variedades bajo estudio.

5. HIPOTESIS

Existe variabilidad genotipica entre las variedades analizadas por lo que los “iniciadores o primers”
mostraran alto Polimorfismo y por lo tanto un indice de similitud bajo.

6. VARIABLES RESPUESTA

6.1 Presencia-ausencia de regiones amplificadas por los iniciadores en estudio.

6.2 Numero de fragmentos producidos en el patron electroforético a partir del iniciador.
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7. METODOLOGIA

7.1 Fuente y Caracteristicas del Material Vegetal

El material utilizado para el presente estudio fue seleccionado por CENGICANA, éste
basicamente esta conformado por una porcién de la Coleccién de Trabajo, la cual a la vez forma parte de
la Coleccion Nacional de Cafa de Azlcar de dicho centro. De tal forma que, los materiales han sido
creados en diferentes programas de cruzamiento existentes para cada pais. Por ende, los progenitores
utilizados para la conformacion de cada material difiere. En tal sentido se espera encontrar variabilidad
genética en los materiales. Se visit6 la coleccion de trabajo de CENGICANA y se colectaron 3 porciones
meristematicas para cada variedad analizada, se trasladaron debidamente identificadas con hielo seco al
laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, USAC (FAUSAC) para colocar el material a
una temperatura de -20 °C para iniciar el proceso de extraccién de ADN Unicamente con meristemos

apicales. 41 variedades fueron analizadas en el presente estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Variedades de cafa de azicar a caracterizar por RAPD’s. Segunda etapa
CENGICANA,Abril 2001

Variedades Variedades Variedades Variedades
que se cultivaron que se cultivan exitosas como promisorias del
con éxito en actualmente en progenitores en programa
Guatemala. Guatemala. otros paises. CENGICANA.
B37172 CP722086 CP63588 CP881165
CP57603 CP721210 CP701133 CB4647
CP65357 CP881508 CC8475 CG9640
C8751 Mex69290 CC8573 CG9601
L6840 POJ2878 Co421 CG9659
P3311 JA6419 CG9637
POJ2878 JA6420 CG9678
Q9% MZC74275 CG9628
Mex79431 CG96143
PR783025 CG9652
PR872048 CG9783
PR752002 CG97100
CG9796
CG9797
CGCP95355
MY 7464
SP792233

Guatemala (CG, CGCP), Barbados (B), Cuba (C, My, Ja), Colombia (CC y MZC), Coimbatore (Co), Estados Unidos (CP, L),
México (Mex), Java (POJ), Puerto Rico (PR), Brasil (SP, CB), Australia (Q), Philipinas (P).
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7.2 Preparacion de Cristaleria y Equipo

Es importante tener prevista toda la cristaleria a utilizar entre las que mencionamos: tubos
eppedorf para microcentrifuga, pinzas, morteros, pistilos, bisturis, papel mayordomo, papel alumino. Para
los cuales deben estar debidamente desinfectados y esterlizados en su defecto. El equipo debe
chequearse que para su desempeiio se encuentre trabajando con cada una de sus especificaciones para
evitar danarlo.
7.3 Extraccion de ADN utilizando genelute, SIGMA
A) Los requerimientos para iniciar el proceso de extraccion de ADN
a. Dejar un dia antes los morteros y pistilos en enfriamiento (-20°C) o enfriarios poco a poco con pequefas
cantidades de nitrogeno liquido. (el nitrogeno liquido tiende a evaporarse por lo que hay que conseguir un
recipiente hermético adecuado para este fin, de lo contranio se perdera en un tiempo de unas cuantas
horas).
b. Se prepara el baio maria a 65°C.
c. Se precalienta el buffer TE a 65°C.
d. Se precalienta la solucion de ligamiento (binding solution) teniendo cuidado de cerrar bien la tapa para
evitar que se evapore, ya que contiene alcohol al 95%.

B) Proceso de extraccion de ADN (Todos los pasos se llevan a cabo a temperatura ambiente)

a. Se macera el tejido en un mortero utilizando nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se transfiere
aproximadamente 100 mg de polvo fino a un microtubo. Almacenar el microtubo conteniendo el polvo en
hielo hasta agregarie el buffer de lisis.

b. Se agrega al microtubo 350pl de buffer de lisis parte A y 50 pl de buffer de lisis parte B, luego mezclar
fuertemente por agitacion e inversion. Se agrega 50 unidades de ARNasa (para eliminar el ARN
contaminante) luego incubar la mezcla a 65°C durante 10 minutos haciendo inversiones ocasionales.
Nota: un precipitado blanco puede formarse al agregar el buffer parte B, este se disolvera a 65°C.

c. Se agrega 130 pl de solucibn de precipitacion (precipitation solution) a la mezcla, se mezcla
completamente por inversion y se coloca la muestra en hielo durante 5 minutos.

d. Se centrifuga la muestra a velocidad maxima (12,000 a 16,000 x g) durante 5 minutos para comprmir
los desechos celulares, proteinas y polisacaridos.

e. Se coloca una columna de filtrado (azul) en un microtubo de 2 ml. Cuidadosamente se pipetea el
sobrenadante obtenido en el paso anterior y se coloca en la columna de filtrado. Se centrifuga a velocidad
maxima durante 1 minuto.

f. Se descarta la columna de filtrado y se agrega directamente al filtrado obtenido en el paso anterior 700
Ml de solucion de ligamiento. Se mezcla fuertemente por inversion.
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g. Se coloca una columna de ligamiento de ADN (blanca) en un microtubo nuevo, cuidadosamente pipetee
700ul de la mezcla del paso anterior y se coloca en la columna. Se centrifuga a maxima velocidad por 1
minuto. Se descarta el filtrado pero no el microtubo.

h. Se vuelve a colocar la columna de ligamiento en el tubo y se aplica el remanente de muestra a la
columna. Se repite la centrifugacion como en el paso anterior y luego se descarta el filtrado y el tubo.

i. Se coloca la columna de ligamiento en un tubo nuevo, se aplica 500 pl de la solucion de lavado a la
columna y se centrifuga a maxima velocidad por 1 minuto. Se descarta el filtrado y el tubo. No permitir que
la solucién de lavado toque la columna, se limpia cualquier liquido que pueda estar adherido en la parte
de afuera de la columna.

j. Se transfiere la columna de ligamiento a un tubo nuevo, se aplica 100pl de TE (previamente calentado a
65°C) se centrifuga a maxima velocidad por 1 minuto.

k. Se repite el procedimiento del paso anterior.

|. Para almacenamiento a corto plazo mantener el ADN a 4°C se evita el congelamiento si es posible.

7.4 Cuantificacién de Acidos Nucleicos (Determinacién Espectofotométrica)

A. Se agrega 20 ul de la muestra patron de ADN en un tubo que contenga 180ul de amortiguador TE o
agua bidestilada estéril, se mezcla perfectamente y se lee la absorvencia (DO) en el espectrofotometro a
260y 280 nm.

B. Se calcula la concentracion de ADN en la solucion de acuerdo a la siguiente formula

7.5 Preparacion de diluciones estandar
Debido a que el proceso de extraccion consiste en colocar varios reactivos que cumplen distintas
opciones y que el mismo conlleva pasos de filtracion y decantamientos es necesario estandarizar la
concentracion de ADN en todas las muestras a trabajar. Para ello se utiliza la siguiente formula:
V,Ci=V.C,
Donde: V=100 ul; C1=10 ng/ul [ ] de ADNyareTa. V2= Volumen de ADN a agregar original a la copia
dilucién. C,= asignada en espectofotometro.
7.6 Determinacién de la calidad del ADN en geles de Agarosa
A. Preparacion de minigel de agarosa
a. Se sellan los extremos del portageles con cinta adhesiva y se inserta el peine.
b. Se prepara un gel de agarosa 0.7%, se agrega 0.42 g de agarosa a 60 mL de amortiguador TAE 1X.
c. Se hierve hasta que la agarosa se disuelva y se enfria la dilucion a 60°C.
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d. Se vacia con cuidado la agarosa disuelta en el portageles y se remueven las burbujas usando una
pipeta pasteur.

e. Después de que el gel se halla solidificado, se remueve la cinta adhesiva de los extremos del
portageles y se coloca dentro de la camara de electroforésis.

f. Se cubre el gel con amortiguador TAE 1X hasta que quede sumergido a 4 mm de profundidad respecto
a la superficie del TAE.

g. Se remueve le peine cuidadosamente evitando que se rompa el gel.

B. Colocacion de las muestras de ADN en el gel

a. En cada muestra de ADN se le adiciona 1/10 del volumen del amortiguador de carga, mezclar con
cuidado con la ayuda de la micropipeta y centrifugar de 2 a 3 segundos en la microcentrifuga. El
amortiguador de carga ayuda de dos maneras: (1) contiene glicerol que hace a la muestra mas densa que
el amortiguador TAE, permitiendo que el ADN se quede en el pozo del gel y (2) debido a su color, es
posible seguir el movimiento de las muestras durante la electroforésis.

b. Se coloca cuidadosamente las muestras de ADN tenidas en el gel, evitando derramarias en los pozos
adyacentes. Asegurarse de incluir una linea con el marcador de peso molecular del ADN (por ejemplo,
usar 250 ng de ADN de lambda cortado con Hind I11).

c. Se tapa la camara de electroforésis y se colocan los electrodos, asegurarse de que la terminal negativa
(azul o negra) esta en el mismo extremo del aparato. Se enciende la fuente de poder a 80 volts.

d. Se apaga la fuente de poder cuando el frente del color esté a 2 cm del extremo positivo.

C. Tincién y Observacion

a. Se remueve el gel del aparato de electroforesis y se sumerge en una solucién de bromuro de etidio (0.5
mg/mL en amortiguador TAE 1X) por 30 minutos. Se mantiene el recipiente con el gel en agitaciéon suave.
Precaucion: El bromuro de etidio es un potente agente mutagénico y cancerigeno por {0 que nunca debe
manipularse sin guantes. La solucién una vez preparada, puede utilizarse varias veces siempre y cuando
se mantenga en la obscuridad y debe colocarse separadamente de otros desechos de laboratorio en
recipientes apropiados cuando sea eliminada.

b. Se observa el gel sobre un transiluminador de luz UV y se documenta en caso necesario (fotografiario).
Precaucion: la luz UV es danina al exponer los ojos y la piel. Al irradiar el gel, deben usarse anteojos
especiales o caretas de proteccion y bata de laboratorio. También este tipo de luz dafia el ADN por lo que
no debe ser expuesto por largos periodos de tiempo, sino solamente lo necesario.
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7.7 Procedimiento de Amplificacion de Fragmentos de ADN mediante la Reaccién

en Cadena de la Polimerasa (PCR)
A. Pasos previos
a. Se revisa literatura de la técnica, el conocimiento de la misma brinda herramientas para la solucion de
problemas técnicos.
b. Se deben autoclavear suficientes puntas y tubos para PCR.
c. Se prepara hielo para colocar reactivos y si es posible las muestras.
d. Se conservan micropipetas preferiblemente exclusivas para RCR de RAPDs, las cuales deberan
preverse para dispensar distintos volumenes.
e. Se disena el experimento de tal forma que los reactivos estén a concentraciones adecuadas.
f. Se reviso el catalogo de SIGMA, por ser ésta la empresa a la que se le compraron dichos reactivos y se
procedi6 a chequear las especificaciones de los mismos.
B. Preparacion de Reactivos
a. Se estima que cantidad total (volumen pl) tendra la muestra a amplificar. Para este caso en particular se
decidié preparar Gnicamente 20 pl por muestra en total. Ya que para el caso de geles de agarosa se
necesitan unicamente 5-7 ul de ADN amplificado para su deteccion.
b. Debido a que estos reactivos se encuentran a una solucién mas concentrada es necesario calcular el
volumen de reactivo a tomar para llenar las condiciones.
PCR Buffer 10X

Por tanto para cumplir con dicha condicién se usa la conocida férmula

V,C4=V.C,
Donde: V; corresponde al volumen a tomar de solucién patrén para preparar un Master Mix con las
condiciones de 10mM de Tris-HCl y 50 mM de KCl. C, corresponde a la concentracion de la solucion
patrén. V, cantidad total (ul) a amplificar y que se estima suficiente para protocolos posteriores. C,
corresponde a la concentracion precisa para el Master Mix.

V, x 500mM KCI = 25 pl x 50 mM KCI
V=25 pl

V4 x 100 mM de Tris-HCI = 25 pl x 10 mM Tris-HCI
V=25 pl
De esa manera fueron calculados todos los componentes del PCR y se someten a evaluacion. E! volumer

total y las concentraciones fueron estandarizados para cada uno de los componentes del PCR.



31

C. La solucion de reaccioén

Buffer 10x 2.5ul c/u [10 mM Tris-HCl y 50 mM KCI]

MgCli2 3.0ul [1.5 mM]
Primer 2.0ul [5uM] [OPACS, AA10, AD1, AB11, AB7, B7,
C19, ABS5, D2, A04]

DNTPs 0.4ul [200:M c/u, 800uM]

ADNcaiia 3.0n [2 ng]

Taq Sigma 0.1pl [0.5U])

H20Odestilada 4.0l [Uitra Pura]
Aceite Mineral 25.0ul [de qGitimo para evitar evaporaciéon]

Asi que como son 41 las variedades analizadas se preparo un Master Mix para 50 variedades,
esto especificamente para cada uno de los primers o iniciadores evaluados.
Nota>

La preparacion de la solucion de reaccién es sumamente importante para el éxito en la
amplificacion, de tal forma que hay que tener los siguientes cuidados:
a. Se espera a que se descongelen los reactivos para poder tomar de los mismos la cantidad adecuada,
pues de lo contrario variara la concentracién que contiene el reactivo stock.
b. Se sugiere agregar los reactivos en el siguiente orden: Agua, Buffer, MgCl,, Primer, dNTPs, Taq
polimerasa y por ultimo el ADN que sera distribuido posteriormente a cada uno de los tubos conteniendo
los componentes de PCR.
c. La enzima Taq ADN polimerasa posee una estructura muy débil, por lo que no se recomienda hacerle
paso de bortex, por el contrario con los demas reactivos es preciso hacerles pasos subsecuentes de
bortex para que se homogenice.
d. Una vez preparadas todas las reacciones para analizar nuestros materiales se recomienda encender el
termociclador para su previo calentamiento y luego se programa para que éste cumpla con las
condiciones de temperatura anteriores (éste programa debera grabarse en memoria para evitar
reprogramario cada vez que se utilice).
D. Ciclo Témmico (Termociclador MJ Research, Inc. PTC100™)

Step 1 91°C... Desnaturalizacién del ADN. 120s Ciclo 1
Step 2 42°C... Alineamiento del oligonucleotido. 15s

Step 3 72°C... Sintesis de molécula. 70s

Step4d  91°C 15s Ciclo 2
Step 5 42°C 15s

Step 6 72°C 70s

Step 4 91°C 15s Ciclo 3
Step 5 42°C 15s

Step 6 72°C 70s
........................................................................................................................ Ciclo 39

4°C Permanente Ciclo 40
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El programa contiene 39 ciclos de temperatura y un uitimo paso en el cual se queda a 4°C para
permitir que las muestras amplificadas se conserven mientras el investigador las traslada a un refrigerador
a -20°C, para su posterior andlisis en electroforésis.

E. Consideraciones

Para RAPDs es necesario optimizar cada una de las condiciones (reactivos, ciclos térmicos, etc)
y no modificarlo. Ya que es bastante susceptible a variaciones del protocolo.

En caso de que no se tenga éxito, sera preciso analizar cual fue la causa o causas que
provocaron el fracaso, modificarlas o bien corregirlas y continuar evaluando cada una de las condiciones
que impiden el éxito, para ello se utilizan anicamente unas 3 variedades, modificando el factor que en
base a experiencia y soporte se cree que esta impidiendo la reaccién, obviamente con ello se ahorre

reactivos y se maneja las condiciones del experimento con mas precision.

7.8 Separacion de fragmentos de ADN por electroforésis en geles de agarosa

A. Se sellan los extremos del portageles con una cinta y se inserta el peine (molde) adecuado.

B. Se colocan 400 mL de TAE 1X en un matraz de 1,000 mL, se adiciona la agarosa necesaria segun el
porcentaje que se trabaje.

C. Se Hierve la mezcla brevemente y se enfria hasta 60°C.

D. Se vacia la soluciéon de agarosa cuidadosamente dentro del portageles y se remueve las burbujas de
aire usando una pipeta pasteur.

E. Después de que el gel ha solidificado completamente, se remueve el peine y retira la cinta que sirvi6
para sellar los extremos, posteriormente se sumerge dentro de una camara de electroforesis.

F. Se adicionan 2 L del amortiguador para la electroforesis TAE 1X o la cantidad necesaria para que el gel
esté completamente cubierto (el amortiguador debe quedar 2 a 4 mm sobre el gel).

7.9 Colocacién de muestras de ADN en el gel

A. Se agregan 1/10 de volumen del amortiguador de carga 10X a cada una de las muestras del ADN.
Mezclar con la punta de la micropipeta durante 2 a 3 segundos.

B. Se colocan las muestras en cada uno de los pozos del gel, sin derramarla en los pozos adyacentes.

C. Se inncluye en un carril el marcador de peso molecular del ADN (usar 500 ng de Hind Il).

Nota: La cantidad de muestra que debe ser colocada en los pozos depende del grosor del gel, asi como
de las dimensiones del peine que se utilice.

D. Se tapa la camara de eiectroforesis y se conectan los electrodos a la fuente de poder. La terminal del
catodo (negra) es el punto de referencia en donde se colocan las muestras en el gel.

E. Se enciende la fuente de poder a 30 V por 18 horas (o toda la noche) o bien a 100 voltios por 3 horas.
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7.10 Tincién con Bromuro de Etidio

A. Después de la electroforesis se remueve cuidadosamente el gel de agarosa del portageles y se
transfiere a otro recipiente. Se cubre el gel con amortiguador para electroforesis que contenga 0.4-1.0
pg/mL de bromuro de etidio. Se coloca el recipiente en la obscuridad y se agita suavemente durante 15-30
minutos. (Es recomendable que coloque una sefia en las esquinas del gel para identificarlos).

B. Cuidadosamente se decanta la solucion de bromuro de etidio en un recipiente apropiado y se adiciona
agua destilada para desteiiir el gel. Se Mantiene el recipiente en agitacién suave nuevamente durante 15
minutos.

7.11 Registro de Datos

A. Se recortd nylon transparente a fin de utilizarlo para cubrir la pantalla del transiluminador de luz UV, se
coloca cuidadosamente evitando que entre el mismo se formen burbujas ya que de lo contrario estas se
visualizaran en las fotografias.

B. Luego de transcurrido el tiempo necesario para que los excesos de bromuro de etidio sean retirados,
se colocod cuidadosamente el gel sobre la pantalla del transiluminador.

C. Se cierra el vidrio protector y se debe colocar la mascarilla especifica para la exposicion de la luz
ultravioleta. Se recomienda a la vez utilizar bata y guantes para proteger la piel de exposiciones.

D. Observe el gel y trate de interpretar los resultados.

E. Si el mismo amerita se registran los datos, fotografiandolos. La camara utilizada para el efecto fue una
Polaroid Instantanea, Blanco y Negro con filtro para luz UV.

F. Usando como base las fotografias de las bandas de fragmentos de ADN se dibujé en acetatos las
bandas con el objeto de facilitar la construccién de una matriz de presencia-ausencia para cada uno de
los cebadores (primers).

G. Se obtuvieron los indices de similitud genética (Segun Dice, 1999) utilizando el programa NTSY's 2.1
de CENGICANA.

H. Se generé un Dendrograma utilizando UPGMA del programa NTSYS's 2.1 sumarizando la informacion
de todos los cebadores.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

La ISSCT Germoplasm and Breeding Committee a través COPERSUCAR identifica mediante un
proceso de inscripcion legal, con el uso de siglas, a que programa de cruzamiento pertenece. Aunque los
progenitores sean unicamente introducidos, reconoce la propiedad intelectual para cada centro de
mejoramiento en el mundo. Por tanto, existe agrupamiento de acuerdo al lugar geografico donde fueron
generados y no a centros de origen.

Los 41 materiales seleccionados presentan las siguientes caracteristicas: diferencias
morfologicas apreciables ademas de las diferencias respecto a origen e historial, pertenecen a 12 paises,
son exitosas como progenitores en otros programas de cruzamiento a nivel mundial, se cultivaron y
cultivan con éxito en Guatemala y son promisorias del programa CENGICANA.

En el proceso de importacion de reactivos tuvo pequenos atrasos debido a la validacion de la
informacion respecto al tipo de reactivos, convirtiéndose en una actividad burocratica. Debe contemplarse
para futuras adquisiciones debido a que los productos son importados en hielo seco el cual tiene poca
duracion. Por ello en el proyecto se creo un periodo para verificar el estado de los mismos.

El kit de extraccion de ADN distribuido por la casa SIGMA contenia reactivos y equipo necesario
para analizar 50 variedades permitiendo un proceso poco laborioso, rapido. De tal forma que el
procedimiento Dellaporta aunque es mas econémico resulta mas laborioso, y principalmente se requiere
pericia para la colecta arriesgandose a el fraccionamiento de la molécula. La seleccién del meristemo
apical resulté bastante adecuada debido a que dicho tejido aun no cuenta con sistema vascular por tanto
se evito la presencia de virus.

De acuerdo con los resultados obtenidos del espectofotobmetro a 260 nm las concentraciones de
ADN oscilaron desde 1.35-3.95 pg/ml suficientes para iniciar un andlisis de esta naturaleza, el analisis
espectofotométrico de barrido ubico a 4.7 en una longitud de 229.5 nm y valores abajo de 0.5 tan solo
aquellos ubicados en 264.5nm de tal forma que permite ver que la mayor concentracion del producto
analizado es ADN y no otro material que absorbe longitudes de onda mas elevados, denotando de esta
manera la pureza del material.

La integridad del ADN fue realizado con un gel de agarosa mostrando resultados altamente
satisfactorios. Posteriormente se planificé una dilucion de ADN ubicados a 10 ng/ul para las 41 variedades
en estudio.

La reaccién PCR-RAPD's fue quiza el punto critico de la evaluaciéon. Debido a que en términos
generales existen recomendaciones acerca de la cantidad y concentraciones para cada reactivo, pero
existen tips de manejo de esos factores que pueden dar como resultado la no ampilificacion. Obligando
evaluar modificaciones hasta estandarizar la técnica para las condiciones del laboratorio y del material

analizado. Las reacciones fueron realizadas en el Laboratorio de Citohistologia de la Facultad de



35

Farmacia de la USAC, debido a que en dicho momento el termociclador de la Facultad de Agronomia se
encontraba en mal estado, ello obligd a realizar una reaccién/dia habil. De tal manera que la
estandarizacion consumié mas tiempo de lo planificado. En ultima instancia era posible alcanzar
amplificaciones con pocas muestras, pero al pretender el analisis de las accesiones completas éste ya no
tenia éxito. Sin embargo, denotaba que los reactivos se encontraban en buen estado y que
probablemente era cuestién de pericia.

El principal problema ocurri6 cuando producto de las pruebas la cantidad de Taq ADN
polimerasa SIGMA se terminé. De tal forma que se utiliz6 Taq ADN polimerasa preparada por personal
del anteriormente mencionado laboratorio de Citohistologia, que a pesar del alto costo del reactivo el
mismo fue donado. Iniciando una nueva etapa de estandarizacién. Otro detalle importante acerca de la
Taq ADN polimerasa es que facilmente se fracciona. Por lo que producto del presente trabajo debe
considerarse unicamente una inversion suave en la preparacion de la solucién de reaccién, comunmente
es mezclado utilizando brotex, por ello dicha experiencia debe contemplarse.

La estandarizacién de la técnica en la presente evaluacién permitié la amplificacion de 10
iniciadores o cebadores (OPC-19, OPB-7, OPAC-5, OPAB11, OPAB-7, OPAB-5, OPAA-10, OPA-04,
OPA-01, OPD-2) con el consecuente andlisis de 41 variedades en términos generales. Los iniciadores
OPAC-5, OPB-7, OPAB-11, Y OPC-19 fueron los analizados por Leén, et al., 2001. fueron tomados en
cuenta debido a los resultados de polimorfismo alcanzados. Otro estudio de ADN realizado por Quemé, et
al., 2004 en CENGICANA utilizé 6 pares de primers para microsatélites desarrollados por el CIRAD
(mSSCIR27, mSSCRIR32, mSSCIR34, Msscir38, mSSCIR52 y mSSCIR77). Cada uno de los cebadores
utilizados en el presente estudio fue capaz de detectar polimorfismo, mostrando en promedio 28 bandas
polimérficas, con un total de 275 bandas polimérficas en los iniciadores amplificados. Y “cero bandas” en
las muestras testigo, por tanto, una caracterizacion libre de influencia ambiental, alcanzando con los
cebadores OPAB-11, OPA-04, y OPD-2 el 100% de accesiones amplificadas y con el cebador OPAB-7 un
75% de las accesiones amplificadas, por lo cual fue incluido. Ledn en su estudio ubicoé 4 fragmentos
polimoérficos por iniciador, con un total de 57 bandas polimorficas en los iniciadores amplificados, por otro
lado con Microsatélites Quemé ubica a mSSCIRS52 con 518 bandas y mSSCIR77 con 140 bandas entre
las 48 variedades, con un promedio de 25 bandas por variedad.

El grado de confiabilidad en la detecciéon de la variabilidad depende el nimero de marcadores
que se utilice sin embargo, los utilizados se consideran como adecuados para la deteccion de
polimorfismos.

Con ello se construyeron las matrices de presencia-ausencia/cebador, a las cuales se practicoé
un analisis multivariado utilizando el programa NTSYS-pc que calculd el coeficiente de Dice en cada

variedad con respecto al resto de variedades/primer, logrando por tanto, la estimacion de 861
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combinaciones/primer, encontrando promedios de similitud de: 0.61 en el iniciador OPAB-11, 0.60 (OPA-
01), 0.42 (OPD-2), 0.40 (OPC-19), 0.39 (OPAC-5), 0.37 (OPA-04), 0.35 (OPAA-10), 0.33 (OPAB-5), 0.32
(OPB-7) y 0.24 (OPAB-7). Siendo los ultimos 5 cebadores los que mas informacion proporcionaron de
acuerdo al objetivo del estudio, por lo que para subsecuentes evaluaciones, se pueden contemplar.

Fue preciso integrar la informacion a través de la unién de las matrices de presencia-ausencia
para estimar un coeficiente Dice general, eludiendo el peso especifico de las bandas y concretandose a
chequear Unicamente diferencias en la regién amplificada. El promedio general de similitud alcanzado
mediante el analisis fue de 0.46, incluyendo la oportunidad de que las vanedades puedan ser combinadas
consigo mismas. Y descartando dicha oportunidad, contamos con 820 combinaciones que en promedio
indicaron 0.43, con valores maximos de 0.74 y minimos de 0.17. Esto se debe a el origen comun que
tienen las variedades en estudio o a la fraccion de ADN muestreado. El promedio general de similitud
ubicado por Leén fue de 75.6% (27.59-93.88%) y Quemé encuentra valores entre cada par de variedades
entre 0 y 0.52. Sin embargo, la relacion indica que existe diversidad de ADN entre las variedades
evaluadas y que puede ser aprovechada para explotar heterosis o para la combinacion de caracteristicas
deseables. Partiendo de la importancia de la variabilidad en los programas de mejoramiento los bajos
valores de similitud fueron encontrados entre las combinaciones: CG96-28 x MZC74275 (0.17); CG96-28
x CC8563, CG96-28 x CP881508, CG96-28 x CP722086 (0.21); CG96-28 x JAB4-20, CG96-28 x CC8475,
CG96-28 x CP72-1210, CG97-97 x CP72-2086, CG96-59 x Q96 (0.22); CGCP95-55 x MZC74-275, CG97-
97 x CP57-603 (0.23); CG97-97 x PR75-2002, CG96-28 x PR75-2002, CG96-28 x JA64-19, CG97-83 x
CP63588, CG96-28 x Q96, CG96-59 x CP88-1508, CG96-59 x P33-11 (0.24); MY74-64 x CG96-40,
CGCP9555 x JA64-20, CG97-97 x JAB4-20, CG97-97 x Q96, CGI7-83 x CP881508, CG96-52 x Q96,
CG96-143 x MZC74-275, CG96-28 x Mex69-290, CG96-59 x CP72-1210 (0.25). Por otro lado los
cruzamientos mas emparentados (de acuerdo al Coeficiente Dice) son: CP72-1210 x CP72-2086 con
coeficiente de 0.74; L64-40 x CP65357, P33-11 x CP65357 (0.73); PR87-2048 x PR78-3025, CB46-47 x
CP88-1165 (0.72); CG96-52 x CG96-143 (0.71); CG96-40 x CB46-47, CP70-1133 x CP63-588 (0.70). Del
programa NTSYSpc se agrup6 al vecino mas cercano, a través de la construccion de un dendrograma
utilizando el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method, using arithmetic averange) que utiliz6 como
raiz la matriz de presencia-ausencia obtenida de los 10 cebadores analizados.

Dividiendo -el dendrograma en un valor de 0.54, se formaron 9 grupos de acuerdo con su
similitud genética, pero que sin embargo tendieron a agruparse de acuerdo con el lugar geografico donde
se generaron: El grupo |, Ubica principalmente un 75% de accesiones estadounidenses, asi como las
accesiones incluidas de Barbados, Filipinas y Australia. El grupo |l, la accesién de Java. El grupo lii,
ubico el 100% de variedades colombianas y de Coimbatore. EI grupo IV, ubica principalmente el 100% de
las puertorriquefias. Los grupos contenidos del V al Vill, ubican el 61% de variedades guatemalitecas. Y el



grupo IX, algunas accesiones disimiles al grupo procedentes de Guatemala, Cuba y Brasil. Le6n segun el
andlisis de conglomerados realizado ubicé 7 grupos, Quemé por su parte a partir del fenograma
construido producto del andlisis de microsatélites ubica 25 grupos, ello utilizando NTSYSpc 2.1 con lo cual

aunque la poblacion bajo estudio fue distinta resalta la capacidad de microsatélites para analisis de
variabilidad de poblaciones.
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9. CONCLUSIONES

9.1 El Kit de extraccion de ADN genelute SIGMA permite facilmente analizar suficiente cantidad de ADN
con elevada pureza e integridad requerida para analisis RAPD’s.

9.2 La técnica RAPD's es una técnica muy sensible a alteraciones del protocolo, pero, estandarizando las

condiciones, éste resulta técnicamente conveniente y de bajo costo.

9.3 La técnica RAPD's a través de la utilizacion del coeficiente de Dice permitio la identificacion de proge-
nitores contrastantes, lo cual servira como herramienta complementaria en la seleccion de progenito-
res en el Programa de Variedades de CENGICANA.

9.4 La utilidad de la informacion es maximizada cuando analiza el resultado de los iniciadores evaluado y
no el iniciador por si solo. Contar con mayor informaciéon permite la construccién de un dendrograma

mas real.

9.5 El dendrograma generado a partir del analisis practicado al ADN de la poblacién hizo agrupamientos
de acuerdo al lugar geografico donde se generaron, sin embargo, permiten apreciar las diferencias
existentes entre las variedades generadas en un mismo pais.

9.6 Tanto los valores de similitud de Dice como las relaciones genéticas mostradas en el dendrograma
fueron técnicamente construidas.
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10. RECOMENDACIONES

10.1 Utilizar como base para siguientes estudios en cafia de azlcar, la estandarizacién alcanzada de los
componentes del PCR-RAPD’s, incrementando, en lo posible el nimero de cebadores para ampilifi-
car mas regiones del ADN tratado.

10.2 Debido a que las variedades CG96-28, CG97-97, CG96-59, CG 97-83, CG96-143, CGCP9555 y
My7464 mostraron valores de 0.17 a 0.25 de similitud, se recomienda incluirlos como posibles
“cruzas biparentales” en la siguiente camparia de cruzamiento de CENGICANA, sin descartar la

usarlas como hembras y formular un sistema de “policruzas”.

10.3 Se recomienda que para la seleccion de los progenitores el criterio sea efectuar cruzamientos entre
individuos de los diferentes grupos sin excluir la posibilidad de que, de acuerdo con la experiencia
del fitomejorador, se seleccionen algunos individuos dentro de algunos de los grupos para ser
cruzados entre si.

10.4 De igual manera, contemplar una técnica con la que sea factible obtener resultados repetitivos para
sondear bandas asociadas a caracteristicas de importancia agronémica o bien para patentar los
materiales a nivel mundial.



10.

11.

12.

40

11. BIBLIOGRAFIA

Almeida, CG. 1984. Utilicao de marcadores moleculares generados con la técnica de PCR na identificao de
variedades e no mapeomento de genes de interesse agronomico em cana-de-acucar. /n Seminario de
Tecnologia Agronémica (6., 1984, Sao Pablo, Brasil). Memoria. Sao Pablo, Brasil, COPERSUCAR. p.173-177.

Arai, N. 2000. Curso de biologia molecular. Guatemala, USAC, Facultad de Agronomia. 17 p.

Arredondo, PR. 1993. La reaccién en cadena de la polimerasa, PCR: un impacto reciente en la biologia
molecular. México, UNAM, Boletin de educacién bioquimica no 1:p. 3-14.

AZASGUA (Asociacion de Azucareros de Guatemala, GT). 1999. Informe anual zafra 1998-1999.
Guatemala. 67 p.

CENGICANA (Centro Guatemalteco de Investigacién y Capacitacion de la Caia de Azacar, GT). 2003.
Memoria: presentacion de resultados de investigacion zafra 2002-2003. Guatemala. 177 p.

Comide, MT; Galvez Rodriguez, G. 1999. Los marcadores moleculares y el programa de mejoramiento de la

cafia de azucar. In Arencibia, AD; Cornide, MT. 1999. Biodiversidad y biotecniologia de la cafia de azucar.
Cuba. p. 45-62.

D’Hont, A; Glazmann, HCh. 1996. Characterisation of the double genome structure of modern sugarcane a
complex polyploidy of the andropogoneae tribe. Genome 37:222-230.

Daniels, J; Roach, BT. 1987. Taxonomy and evolution in sugarcane improvement through breeding. Holanda,
Eisevier. p. 7-84.

Dellaporta, S.1983. A plant DNA minipreparation. Plant. Mol. Biol. 1:19-21.
Eksommtrarnage, T. 1992. Utility of isozymes in sugar cane breeding. Sugar Cane 3:14-21.

Gallego, G; Gallego, E. 1991. Reaccion en cadena de la polimerasa PCR. background: genética molecular
para el inventario y la caracterizaciéon de la biodiversidad. Colombia,CIAT. p. 35-37.

Glazmann, JCh; D'Hont, A. 1999. Analisis molecular de la diversidad del germoplasma en cafa de aztcar. /n
Arencibia, AD; Cornide, MT. Biodiversidad y biotecnologia de !a cafa azucar. Cuba. p. 25-44.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Grassl, CO. 1971. Taxonomy of Saccharum relatives: Sclerostachya, Narenga, and
Erianthus. In Congress of the International Society of Sugar Cane Technologists (14.,
1971, New Orieans, US). Proceedings. US, Franlin. p. 240-248.

Grivert, L 1996. RFLP mapping in cultivated sugarcane (Saccharum spp.): genome
organization in a highly polyploid and aneuploid interspecific hybnd. Genetics 142:987-
1000.

Harvey, M. 1994. Use of the polymerase chain reaction (PCR) and random amplification of
polymorphic. DNAs (RAPDs) for the determination of genetic distances between 21
sugarcane varieties. In Congress of South African Sugar Technologist Association (68.,
1994, Durban Mount, Edgecombe). Proccedings. Sudafrica, Kohler Carton. p. 36-40.

Heinz, DJ. 1969. Isozyme prints for varety identification. Intemnational Society of Sugar
Cane Technologiest Sugar Cane Breeders Newsletter 24:8.

Hirano, R. 2000. Manual de biologia molecular para principiantes: fundamentos teéricos y
practicos para la manipulacion de ADN vegetal. Guatemala, USAC, Facultad de
Agronomia. 45 p.

Johns, MA. 1997. Gene pool classification of common bean landraces from Chile based on
RAPD and morphological data. Crop Science 37:605-613.

Kornberg, A. 1970. La sintesis del ADN. In La célula vive, selecciones de Scientific
American. 2 ed. Madrid, Espafia, Blume. p. 223-242.

Leon, LF. 2001. Utilizacion de marcadores de ADN polimérficos amplificados al azar
(RAPDs) para la deteccion de la variacion genética en 39 genotipos de cafa de azucar
(Saccharum spp). Tesis Ing. Agr. Guatemala, USAC. 58 p.

Lu, YH. 1994. Relationships among ancestral species of sugarcane revealed with RFLP
using single copy maite nuclear probes. Euphytica 78:7-18.

Nair, VN. 1999. Analysis of genetic diversity and phylogeny in Saccharum and related
genera using RAPD markers. Genetic Resources and Crop Evolution 46:73-79.

Orozco, H. 2003. Evaluacidon de variedades en la cuarta prueba regional de CENGICANA
en plantia y primera soca: presentacion informacién técnica; semana cientifica, Guatemala,
Pantaledn. 1 CD.

Otero Amaiz, A; CRUZ, M De la; Oyama, K. 1997. El uso de los RAPDs como marcadores
moleculares en plantas. Bol. Soc. Bot. México 60: 85-117.

41



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

35.

Pappa, F. 2002. La agroindustria azucarera de Guatemala: principales caracteristicas
segun International Sugar Organization -ISO-, Quarterty Market Review, (correspondencia
personal). Guatemala, Ingenio Pantaleén, Recursos Humanos.

Powell, W. 1896. The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR (microsatellite) markers
for germoplasm analisis. Molecular Breeding 2:225-238.

Quemé, JL; Molina, L; Melgar, M. 2001. Analysis of the similarity genetic amougth 48
varieties of sugar cane using secuense DNA microsatellites. Guatemala, CENGICANA. 6 p.

Sin publicar.

Ramirez, H; Calderdn, A; Roca, WM. 1989. Técnicas moleculares para evaluary mejorar
germoplasma vegetal. /n Cultivo de tejidos en la agricultura. Cali, Colombia. p. 826-855.

Sénchez, A; Cassalett, C. 1997. Caracterizacién molecular de variedades de cafa de
azdcar. una aproximacion a la identificacion de materiales en campo. In Congreso
Colombiano de la Asociacién de Técnicos de la Cafla de Aztcar (4., 1997, Cali, Colombia).
Memoria. Cali, Colombia, TECNICANA. p. 11-17.

Silio, L; Gallego, F. 2001. Curso de formacioén de formadores sobre marcadores genéticos
en agricultura y ganaderia. Antigua Guatemala, Guatemala, Agencia Espaiiola de
Cooperacion Internacional. 1 CD.

Soto, G; Orozco, H; Ovalie, W. 1998. Desarrollo de variedades de canha de azicar en
Guatemala: reporte del progreso a junio de 1998, Guatemala, CENGICANA. p 22.

Soto, G; Orozco, H; Ovalle, W. 1999. Censo de variedades de caifa de azicar en
Guatemala, analisis comparativo de las dltimas dos décadas y comparacion con otras
industrias azucareras. Guatemala, CENGICANA. p 14.

Subiros Ruiz, F. 1975. El cultivo de 1a cafia de azGcar. San José, CR, EUNED. p. 1-15.

Valdez Moctezuma, E; Kahl, G. 1995. Huellas de ADN en genomas de plantas (teoria y
protocolos ). México, Universidad Auténoma de Chapingo / Mundi-Prensa. 146 p.

Williams, JG. 1990. DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as
genetic markers. Nucleic Acids Research 18:6531-6535.

Vo, Do &[N Olt? wios

42



ANEXOS



Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41
variedades procedentes de la coleccion de trabajo de CENGICANA
utilizando iniciadores Operon y la técnica de marcadores moleculares
RAPD's
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Figura 5. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccién de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon C19 vy la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 6. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccién de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon B7 y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 7. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccion de trabajo de

CENGICANA utilizando el iniciador de Operon ACS y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 8. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccién de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon AB11 y la técnica de marcadores moleculares RAPD’s
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Figura 9. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccién de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon AB7 y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 10. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccion de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon ABS y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 11. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccion de trabajo de

CENGICANA utilizando el iniciador de Operon AA10 y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 12. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccién de trabajo de CENGICANA utilizando el

iniciador de Operon A04 y la técnica de marcadores moleculares RAPD's
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Figura 13. Patrones de electroforésis obtenidos mediante e! analisis de 41 variedades procedentes de la coleccion de trabajo de

CENGICANA utilizando el iniciador de Operon A01 y la técnica de marcadores moleculares RAPD's



et

Marc Peso Mol
837172
CP57603
CP65357
C8751
L6840
P3311
Q96
CP722088
CP721210
CP881508
MEX69280
POJ2878
CP83588
CP701133
CC8475
CC8563

Co421
JAB419

JAB420
MZC74275
MEX79431
PR783025
PR872048
PR752002
CP881165
CB4647
CG9640
CG8601
Marc Peso Mol
Marc Peso Mol
CG9659
CG9637
CG9678
CG9628
CG98143
CG9652
CG9783
CG97100
CG9796
CG9797
CGCPY555
MY7464
SP792233
Control (+)
Control (+)

. Control (-)

Control (+)
Control (+)
Control (-)
Control (-)
Marc Peso Mol

Figura 14. Patrones de electroforésis obtenidos mediante el analisis de 41 variedades procedentes de la coleccion de trabajo de CENGICANA

utilizando el iniciador de Operon D2 y la técnica de marcadores moleculares RAPD’s



Matriz de presencia-ausencia generada mediante el analisis de
41 variedades de caiia de azicar (Saccharum spp) con los 10

iniciadores de Operon.
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Cuadro 2. Matr'z de Presencia-Ausencia generada mediante el andlisis de 41 variedades de cafia de azucar (Saccharum spp) con los 10 iniciadores de Operon.
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Coeficiente de Dice obtenido mediante el anélisis de 41
variedades de cana de azucar (Saccharum spp). Generado con
las matrices de presencia-ausencia de los 10 cebadores de
Operon, Utilizando el programa NTSYS 2.1, CENGICANA 2004.
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Cuadro No 2.
Coeficients de Dice obtenido mediante el andlisis de 41 variedades de Cafia de Azucsr (Saccharum spp ). Generado con las matrices de presencia-ausencia de los 10 iniciadores de OPERON, Utilizando ef programa NTSYS 2 1, CENGICANA 2004



Dendrograma de relaciones genéticas de 41 variedades de cana
de azicar generado mediante el anélisis de las matrices de
presencia-ausencia obtenidas de la amplificacion de fragmentos
RAPD's con 10 cebadores de Operon utilizando el programa
UPGMA, del paquete NTSYS 2.1. CENGICANA.
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Figura 15. Dendrograma de relaciones genéticas de 41 variedades de cafia de azicar generado mediante el anélisis de las matrices de presencia-
ausencia obtenidas de la amplificacién de fragmentos RAPD's con 10 cebadores de Operon " utilizando el programa UPGMA, del paquete NTSYS 2.1.
CENGICANA.
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