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INTRODUCCION

La cafa de azucar se encuentra entre las especies vegetales genéticamente mas
complejas, para las cuales se ha emprendido el mapeo genético. La cafia de azucar
(Saccharum spp.) asi como las especies silvestres cercanas, son poliploides con un
genoma relativamente grande. Las variedades comerciales son a menudo aneuploides,
producto de hibridaciones interespecificas. Debido a estas caracteristicas, el mapeo
con marcadores no puede ser aplicado a la cafia como a las especies diploides. Un
nuevo enfoque para el mapeo en poliploides ha sido desarrollado por Wu y col. (1992),
basado en el uso de marcadores en dosis simple, los cuales estan presentes en un

padre y ausentes en el otro y segregen 1:1 en la progenie.

El empleo de los marcadores del polimorfismo del ADN o marcadores moleculares ha
posibilitado impulsar notablemente el conocimiento gendmico, la localizacion de loci
asociados a caracteres cuantitativos (QTLs) de interés para el mejoramiento y las
aplicaciones de estas investigaciones en la identificacién y manejo de germoplasma. Se
espera que a mediano plazo constituya un instrumento obligado para la seleccion de
nuevas variedades y para la introduccién eficiente de nuevos genes provenientes de

otras formas del complejo Saccharum.



El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un mapa de ligamiento basado en
marcadores RFLP en dosis simple para el cruce de dos variedades cubanas: C 323-68
x Ja 60-5.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se estudio la progenie comercial C 323-68 x Ja 60-5 compuesta por 105 individuos
obtenidos mediante cruzamiento experimental en las instalaciones del Instituto de

Investigaciones de la Cafia de Azucar.

Analisis de RFLP

El ADN gendmico total se extrajo a partir de hojas liofilizadas y congeladas segun
Hoisington (1992). EI ADN (10 ug) fue digerido con las enzimas de restriccidon segun
indicaciones del proveedor (Amersham). Los restrictos se separon por electroforesis en
geles de agarosa 0.8% en solucion tampon TAE 1X y se transfirieron a membranas de
nylon (Hybond N+ Amersham) mediante NaOH (0.4N). Las sondas fueron marcadas
con *?P-dATP utilizando el kit de marcaje de cebadores al azar (Amersham). Las

hibridaciones se efectuaron segun Hoisington (1992).

Para la eleccion de las sondas a emplear en el mapeo se estudio el polimorfismo entre
los padres mediante sondas heterélogas de maiz: UMC, BNL, PICy CSU y 45
sondas de cafa de azucar: SSCIR y PLT, en combinacién con 8 enzimas de
restriccion: EcoR |, EcoR V, Hind Ill, BamH I, Dra |, Pst |, Xho | y Xba I.

Para el andlisis de la progenie se escogieron las combinaciones enzima-sonda de
mayor polimorfismo y facilidad de lectura de los patrones, estas correspondieron a 46
sondas representativas del 39% del polimorfismo reportado en el mapa de Grivet y col.
(1996).



Procesamiento estadistico
Mapeo de marcadores

Se analizaron los patrones de segregacion de la progenie estudiada para la totalidad
de las combinaciones enzima-sondas (RFLPs) polimorficas entre los padres. Estas
fueron evaluadas de forma binaria considerando 0 como ausencia y 1 como presencia.
Para la determinacion de los loci en dosis simple (SDRFs), las proporciones de
segregacion fueron probadas para las desviaciones de la proporcion esperada 1:1
empleando la prueba de X? para P<0.05y 1 grado de libertad (Wu y col. 1992).

Para la determinacién del dosaje de los fragmentos en dosis multiples se consideraron

las proporciones siguientes (Grivet, 1995; Cornide y Sanchez, 1997):
DDRF >3:1 <4:1 (alo y auto h=8 y auto h=10)

TDRF >7:1<15:1 (alo y auto h=8 y auto h=10)

CDRF >69:1

Los SDRFs fueron empleados para el analisis de ligamiento efectuado mediante el
programa MAPMAKER (Lander y col., 1987), por analisis de dos puntos con LOD
scores de 3, para un maximo de recombinaciéon de 0.50. Las distancias se
transformaron a centiMorgans (cM) empleando la funcion de Haldane (Lander y col.,
1987). Para determinar el ligamiento en fase de repulsion se emple6 la metodologia
de Al-Janabi y col. (1993). Con este fin, el juego de datos originales de los SDRFs fue
copiado invirtiendo los valores de cada polimorfismo. El fichero resultante de la union
de ambos, fue procesado nuevamente con el MAPMAKER mediante analisis de dos
puntos. Se procedio a identificar los ligamientos en fase de repulsion por la aparicion de

ligamiento entre fragmentos de ambos ficheros.

Los grupos de cosegregacion con SDRFs multiples de sondas comunes fueron

clasificados en posibles grupos de homologia.



RESULTADOS Y DISCUSION
Polimorfismo revelado

Se mantuvo la calidad de la prueba del polimorfismo entre los padres obteniéndose en
todos los casos segregacion en la progenie de los fragmentos polimérficos y un alto

grado de heterocigosidad para los loci polimérficos en ambos padres (Tabla 1).

La identificacion de fragmentos SDRFs y MDRFs en las condiciones del presente
trabajo es confiable ya que se requieren segun Wu y col. (1992) sélo 75 individuos para

diferenciar 1:1 vs = 3:1, (P<0.05y oy = ez = 0.01) en auto y alopoliploides.

La identificacion de fragmentos SDRFs, DDRFs y TDRFs, sucesivamente entre si,
dado el tamafo de la progenie estudiada (n=105) es también confiable para un auto-
octoploide, puesto que aplicando la formula recomendada por dichos autores se
requieren 27 (1:1 vs. 3.7:1), 60 (3.7:1 vs. 13.1:1) y 117 (13.1 vs. 69:1) individuos,

respectivamente (P< 0.05y ocq = ocp = 0.01).

Los 112 SDRFs identificados provienen: 58 de la C 323-68 y 54 de la Ja 60-5 (Tabla 1).
Notese que el 35% de los SDRFs detectados (39 SDRFs) fueron fragmentos multiples,
revelados por 15 sondas de alto polimorfismo. Los fragmentos en dosis multiples
fueron revelados por 18 sondas y su dosaje fue el siguiente: 18 DDRFs (7 de C323-68
y 11 de Ja 60-5), 7 TDRFs (6de C323-68 y 1 de Ja 60-5) y 1 CDRF (Ja 60-5).

Determinacién del tipo y nivel de ploidia

El 72.6% de los loci segregantes fueron de dosis simples lo cual se ajusta a la
proporcion esperada (X% 1 001 0.412 NS) para los auto-octoploides y permite descartar
la alopoliploidia (X? 1. 001 9.639 **) en la parte del genoma analizado de dichas
variedades. Este resultado confirma el reportado de 73.1% para Saccharum
spontaneum por Da Silva y col. (1993) y de 80% para la variedad R570, por Grivet y
col. (1996).



Tabla 1. Polimorfismo RFLP en la progenie.

Sonda Grupode Enzima Bandas Bandas SDRF SDRF
ligamiento O totales polimorficas ligados
BNL16.06 X Hind IlI 13 6 5 5
CSsu20 1 EcoR V 6 3 2 -
CSsu37 Hind 11 2 1 1 1
Csus1 EcoR V 8 5 4 2
CsSuU92 Dra l 2 2 1 -
CSsu102 Dra 1.0 4 2
CSuU142 8 EcoR | 11 4 3 -
PIC11 5 EcoR V 9 4 3 -
PIC12 1 EcoRV 9 4 4 1
PIC13 1,3,6,7 EcoR | 16 6 6 4
PIC17 2 EcoR V 6 3 3 1
PLT - EcoR V 7 5 5 3
SSCIR60 11 Hind 11l 7 2 1 1
SSCIR69 | Hind IlI 15 2 2 2
SSCIR73 | Hind 11 13 2 2 2
SSCIR74 \Y, EcoR V 5 1 - -
SSCIR76 IX EcoR | 6 2 2 -
SSCIR77 v EcoR | 1 1 - -
SSCIR78 11 EcoR | 11 4 2 1
SSCIR79 I Hind 11 5 1 1 -
SSCIR79 I EcoR V 10 3 3 2
SSCIR83 X Hind IlI 9 4 3 3
SSCIR88 u EcoR | 6 3 3 2
SSCIR91 X Dra | 6 2 1 1
SSCIR92 Vi EcoR V 1 1 1 -
SSCIR103 I,X Hind IlI 8 3 2 1
SSCIR107 VI EcoR | 3 1 - -
SSCIR120 U Hind 11 6 3 3 1
SSCIR166 X EcoR | 5 1 1 1
SSCIR172 I EcoR | 7 3 3 -
SSCIR190 X Hind 11 9 5 3 2
SSCIR194 Vi EcoR | 10 5 2(1) -
SSCIR194 VI EcoRV 10 7 5 2
SSCIR215 U Dra l 10 4 3 1
SSCIR217 \Y, EcoR | 10 3 3 2
SSCIR232 I EcoR | 5 3 3 2
SSCIR251 I Hind 1l 5 2 1 1
SSCIR256 VI Hind IlI 4 1 1 -
SSCIR257 X Hind 11 12 5 4 4
UMC4 X Dra | 7 4 2 2
UMC10 I, 1 Hind 11 4 2 2 1
UMC16 Il Dra 7 3 2 2
UMC36 X Hind 1l 6 3 2 2
UMC39 I Hind 1l 8 4 3 2
UMC44 VI EcoR | 3 2 2 1
UMC81 IX Dra l 13 6 1 -
UMC113 IX Hind 1l 8 6 2 -
UMC114 IX EcoR | 3 3 3 -
Ja 60-5 277 78 54 27
C323-68 275 76 58 32
48 337 154 112 (72.7%) 59

O 1-X: grupos de ligamiento (Grivet y col., 1996)

1-10: cromosomas del maiz (Davis y col., 1999)



No obstante esto, las proporciones SDRF:MDRF observadas no permiten rechazar las
proporciones tedricas esperadas en caso de autodecaploidia (2.03:1), a la que también

se ajustan para P<0.01.
Analisis de ligamiento

El nimero relativamente alto de SDRFs polimérficos detectados por cada sonda (2.4)
posibilitd la determinacion de 20 grupos de ligamiento o cosegregacion (Fig. 1) de 59
SDRFs revelados por 32 sondas. Un grupo de 53 fragmentos SDRFs no mostraron

asociacion con los anteriores (Tabla 1).

De los 20 grupos de cosegregacion (9 Ja 60 5 y 11 C 323-68), 16 conformaron 4
grupos de homologia (A-D). Los SDRF determinados representan a la totalidad de los
grupos de ligamiento reportados por Grivet y col. (1996) con excepcion del IV y mas de

5 cromosomas del maiz segun Collins y col. (1998).

Los grupos de cosegregacion reportados se unieron sobre la base de la presencia de
marcadores revelados por sondas comunes. Estas relaciones de homologia aparecen
esquematizadas en la Fig. 2 en la que se observan los fragmentos multiples revelados
por 15 sondas que permitieron confirmar los cuatro grupos de homologia (A-D)

reportados.

El ordenamiento de los marcadores es coincidente con los segmentos de los grupos de

ligamiento reportados para la variedad R570 por Grivet y col. (1996):

Grupos de Grupo de  Grupos de ligamiento
cosegregacién homologia Cada (! Sorgo @
Ty2 A | Ci

3-6 B -1 G

7 - [-111 G

8 - \ C2
9,10-13,14y 15 C X F
16,17y 18 D U A

19 - VIII B

20 - VII D

M: Grivet y col., 1996
@: pPereira y col., 1994; Boivin y col., 1999



Tabla 2. Dosaje (multiple) de los marcadores segregantes en la progenie.

Combinacion DDRF Total TDRF Total CDRF  Total
31 371 41 DDRF 7:1 13:1 15:1 TDRF  69:1 MDRF
BNL16.06 1 1
CSuU81
CSuU92
CSu102
SSCIR60
SSCIR77
SSCIR78
SSCIRS83
SSCIR91
SSCIR190 1
SSCIR194 1
SSCIR194 1
SSCIR257 1 1 1 1
UMC4 1 1 1 1
UMC16 1 1 1
UMC39 1 1 1
UMC81 3 3 3 3 1 1 1 1
UMC113 1 1 1 1
Ja 60-5 11
C 323-68 7
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El disefio genético del presente estudio, basado en SDRFs polimoérficos en una
progenie tipo retrocruce, quedd evidenciado por el ligamiento de los marcadores segun

su origen paterno en: 9 grupos de Ja 60-5y 11 grupos de C 323-68.

Se localizaron pares de marcadores con las distancias siguientes:
4 pares con distancias <3 cM, de estos 2 en repulsion;
9 pares con distancias entre 4 cM y 10 cM, de estos 5 en repulsion;

13 pares con distancias entre 10 cM y 25 cM, de estos 5 en repulsion.

Los estimados de distancia son preliminares dado el estado de saturacion de este
mapa y las caracteristicas de la planta en que la densidad varia notablemente con las
regiones en dependencia no solo del grado de parentesco entre los progenitores sino
de la contribucién relativa de los ancestros Saccharum officinarum 'y S. spontaneum a

sus respectivos genomas (Grivet, 1995; Grivet y Arruda, 2001).



En el grupo de homologia C, las relaciones de ligamiento determinadas estan en

correspondencia con el grupo X de Grivet y col. (1996).

Es notable el polimorfismo expresado por la presencia de SDRFs multiples de ambos
progenitores de las sondas SSCIR83, 190 y 257, de UMC4 y 36 y BNL16.06 los que

permitieron conformar este grupo de homologia.

El marcador CSU81 ubicado en el grupo de ligamiento 11 (grupo de homologia C), que
se corresponde con el grupo de ligmiento X de Grivet y col. (1996), se encuentra
mapeado en el grupo de homologia 4 de S. officinarum 'y S. spontaneum (Ming y col.,
2002). La sonda UMC4 que pertenece a los grupos de ligamiento 12 y 13 (grupo de
homologia C), asi como la sonda SG298 (no utilizada en este trabajo) estan mapeadas
en el grupo X de Grivet y col. (1996) y en el grupo 4 de Ming y col. (2002), lo cual

corrobora el ligamiento de estas sondas.

La verificacién ulterior de su homologia debe llevarse a cabo mediante la incorporacion
de un numero mayor de SDRFs multiples y mediante la comprobaciéon de la
independencia de ligamiento de los datos de segregacién de los DDRFs en relacion
con los de SDRFs, y de los TDRFs en relaciéon con los DDRFs, provenientes de sondas

comunes, dentro de cada posible grupo de homologia.



Conclusiones

Se confirma que el polimorfismo gendémico de las variedades estudiadas segrega
segun un modelo de autopoliploide en ausencia de doble reduccidn, en concordancia

con resultados previos en Saccharum spp.

Se confirma la coincidencia gendmica de las variedades cubanas estudiadas con
segmentos mapeados en el mapa de referencia de la cafia de azucar de Grivet y col.
(1996), en 7 grupos de ligamiento (I,11111,V, VII, VIII, X).

Se evidencia un alto polimorfismo para los loci marcadores del grupo X de
ligamiento (Grivet y col., 1996), entre los progenitores C 323-68 y Ja 60-5, expresado
por la presencia de SDRFs multiples entre los grupos de cosegregacion compuestos
por marcadores de ambos progenitores; lo cual permiti6 determinar su asociacion

con los cuatro componentes del rendimiento evaluados en estas variedades.
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Fig. 1. Mapa genético de la progenie C 323-68 x Ja 60-5 mediante RFLP. Los datos de segregacion
permitieron unir 56 SDRFs, generados por 29 sondas, en 20 grupos de cosegregacion. Numeros a la
izquierda son las distancias en centiMorgans usando la funcién de Haldane. Los nombres de los loci
aparecen a la derecha. Ligamientos en repulsion estan representados por lineas discontinuas.
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Fig. 2. Posible homologia entre
determinados en la progenie C32368 x Ja60-5.
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