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Las plantas transgénicas resistentes al herbicida,
asi como las plantas no transformadas (n = 40) fue-
ron adaptadas a las condiciones de campo. Final-
mente, se seleccionaron 112 individuos altamente
resistentes a BASTA, los cuales procedian de 59
callos transformados. Todas las plantas no trans-
formadas murieron (Tabla 4).

La novedad de este trabajo radica en el estable-
ciemiento de una nueva metodologia para la trans-
formacidn de la caiia de aziicar con una eficiencia
mayor que la de los métodos fisicos descritos, asi

como la generacién de plantas transgénicas resis-
tentes al herbicida BASTA.

Tabla 4. Resistencia a BASTA en condiciones de campo.

Protocolo evafd‘;’;ﬁ’:m) Nivel 1(S) Nivel2 Nivel3 Nivel4  Nivel 5 ’(‘gjg;‘:?gg
A 186 55 58 36 34 3 29,6
B 38 18 [ (0] é 8 47,4
€ 40 24 9 4 3 0 60,0
D 96 51 26 13 2 4 53,1
Control 40 0 0 0 0 40 0,0
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Introduccién

La cafia de azicar es un hibrido complejo de naturale-
za autopoliploide, apareamiento cromosémico
bivalente con un sistema de reproduccién preferente-
mente alégamo, y con capacidad de multiplicacién
vegetativa. El conocimiento y manejo de estas carac-
teristicas determinan la eficiencia de los estudios
genéticos y de los programas de mejoramiento. Se con-
sidera que las principales limitaciones del mejoramiento
caiiero tradicional, via casi exclusiva de obtencion de
variedades nuevas, son las siguientes:

1. Laestrecha base genética empleada con estos fines,
tanto por la escasa representacién de formas, como
por la elevada consanguinidad entre los hibridos co-
merciales usados como progenitores.

2. Labaja heredabilidad de los caracteres evaluados y el
efecto de competencia en la poblacién de posturas
provenientes de semilla botdnica durante la primera
etapa del esquema, en la que se aplica la seleccion
mAs rigurosa.

3. Laelevada contribucién del componente genotipo-
ambiente en la varianza fenotipica total de los prin-
cipales criterios de seleccidn en las etapas clonales,
lo que aumenta la duracién del programa y obliga a
la realizacion de ensayos replicados para localida-
des, cepas y épocas de siembra y cosecha.

Por estas razones, el empleo de los marcadores del
polimorfismo del acido desoxirribonucleico o marcado-
res moleculares (MM), junto a los métodos tradiciona-
les de mejoramiento, constituye una via poderosa para
acelerar el conocimiento genético y aumentar la eficien-
cia del mejoramiento en la caia de aziicar.

El presente trabajo abarca un conjunto de resultados
tedrico-practicos que permiten identificar y elegir con
mas eficiencia la variabilidad genética para la obtencién
de nuevas variedades, y para la aplicacién de esta tec-
nologia de gran impacto, estandarizada para cuatro sis-
temas de MM (RFLP, AFLP, RAMP y RAPD), en la
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busqueda de marcadores para la seleccién en la caiia de
azicar y en otros cultivos de interés. Las investigacio-
nes se realizaron en el marco de un proyecto CITMA
del PNCT de Biotecnologia Agricola y de un proyecto
CNIC financiado por el Consejo de Estado (1996-1998).

Caracterizacion molecular
de materiales de interés
en el mejoramiento

Caracterizacién del germoplasma bésico
utilizado en el mejoramiento de la cafa

De los 15 clones ancestrales de mayor participacién
en la genealogia de las variedades cubanas, ocho son
también germoplasma bésico de los programas de me-
joramiento de la Florida y Louisiana [1] y, al igual que
en estos casos, los clones de S. officinarum de mayor
participacién son: Black Cheribon, Chunnee,
Bandjarmasin Hitam, Loethers, Lahaina y Fiji.

Por primera vez en Cuba se estudié la diversidad
genémica (por RFLP) de 27 clones de fundacién de las
variedades modernas de la cafa de aziicar (S. officinarum,
S. spontaneum, S. robustum, S. barberi, S. sinense y
Erianthus spp.), que estin entre los mas usados como
germoplasma basico en el programa de nobilizaciones [2].

Las combinaciones de RFLP mediante el empleo de
sondas heterélogas de maiz, resultaron de utilidad en
la identificacién de materiales de cafia de azicar con
diferente grado de relacién y complejidad genéticas, lo
que confirmé resultados previos sobre la sintenia entre
estas especies. Se reportaron diez bandas raras con
presencia preferente o exclusiva en algunos clones de
Erianthus spp. (B7, E13, H9), S. spontaneum (C2,
C9, EC3); S. officinarum (EC8, EC9, H4) y S.
robustum (EC7) de futura utilidad en trabajos de clasi-
ficacién taxonémica. Se encontré una banda comiin sélo
presente en los clones de S. robustumy S. officinarum
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(C14). No se encontraron bandas exclusivas de los
clones de estas especies, ni en los clones de S. barberi
0 S. sinense que pudieran apoyar el probable origen
secundario de estas ultimas. Por esta razén, la diversi-
dad comun entre especies, revelada por los RFLP del
trabajo, tiene un origen mas amplio. Los miembros de
Erianthus spp. pueden ser identificados con el uso de
las bandas: B7 (UMC81-BamH]l, 4,4 kpb); H9 (UMC39-
Hindlll, 2,9 kpb) y H13 (UMC81-EcoRI, 3,4 kpb) [3].
Se desarrollé una metodologia para el procesamiento
de la informacién con vistas a la determinacién de los
fondos genéticos.

Se demostr6 la mayor diversidad de los clones
S. spontaneum en relacion con las de otras especies.
Se encontraron dos genofondos en los clones de
S. spontaneum y 3 subgrupos en los de S. officinarum,
lo que aumenta la eficiencia de la eleccion de este mate-
rial como progenitores masculinos y femeninos para la
nobilizacién. Qued6 demostrada la superioridad de la
caracterizacion integral con la incorporacién de la di-
versidad genémica (RFLP) para la recomendacién de
formas originales, la cual resulta dificil y poco confiable
por métodos tradicionales cuando se realiza sélo.

Caracterizacién de nuevas formas originales

La reducida representacién de formas originales limita
la eficiencia del avance generacional para obtener nue-
vos progenitores en la caiia de aziicar, en especial en
Cuba. Para ampliar la coleccion de formas originales,
y con esto la eficiencia del programa de avance
generacional para obtener nuevos progenitores en la
cafia de wzicar, se caracterizaron por RFLP 35 clones
nuevos (8 de Miscanthus spp. y 27 de S. spontaneum)
colectados en Laos junto a clones de S. spontaneum 'y
S. officinarum representativos de los genofondos iden-
tificados en el material de fundacién. Se evidenci6 la
presencia de tres genofondos nuevos de S. spontaneum
no coincidentes con los del trabajo anterior, lo que
demuestra la eficiencia de la colecta efectuada. Esto
permitié ampliar la variabilidad de partida de nuestro
mejoramiento caflero con mayor precision y rapidez.
No se detectaron duplicados [4]. Los clones clasifica-
dos como Miscanthus spp. estin en estudio con la
utilizacién de sondas especificas del género para co-
rroborar su clasificacién taxonémica.

Caracterizacién de hibridos comerciales

Por primera vez, 45 hibridos y somaclones comerciales
cubanos fueron caracterizados por su diversidad
gendmica (35 combinaciones de RFLP y 18 de RAPD)
y fenotipica (5 caracteres), lo que apoya su eleccién
como progenitores [5, 6]. Estos resultados permiten
auxiliar la eleccién de estos clones con la incorporacién
de la diversidad de su genofondo al anlisis tradicional,
basado sélo en caracteres fenotipicos para aumentar las
posibilidades de obtener genotipos transgresivos.

Se evalué la diversidad genética de 11 clones del
programa de seleccidn recurrente de madurez tempra-
na, provenientes de cinco cruces biparentales y dos
policruces, y escogidos por su comportamiento azu-
carero promisorio en relacién con sus progenitores y
con un grupo de variedades testigos. Se utilizaron son-
das gendmicas de caiia de aziicar (SSCIR) previamen-
te escogidas por su alto polimorfismo y por su calidad
autorradiogréfica. Los estimados de las distancias en-
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tre cada par de clones permitieron conocer, de forma
preliminar, la efectividad de esta etapa del programa.
Para su identificacién, se escogieron 15 bandas
polimérficas de SSCIR 194-BamH]I. Los RELP diferen-
ciales hacen posible una rapida eleccién de las combi-
naciones enzima-sonda (CES) que se emplearan en los
analisis de las progenies con fines de mapeo futuro.

Desarrollo del uso de MM como descriptores

En los ultimos afios ha habido un uso creciente de los
MM en la conservacién de recursos fitogenéticos, la
cual se espera que aumente y se diversifique en apoyo
a la proteccién legal internacional de nuevos produc-
tos biotecnolégicos.

Los resultados de los autores demostraron la posi-
bilidad de emplear los patrones de polimorfismo de
los MM como descriptores moleculares en la identifi-
cacién de los materiales estudiados, teniendo en cuen-
ta su reproducibilidad, la facilidad de evaluacidn, el
nivel de polimorfismo, el costo y la representatividad
de las bandas, esta tltima expresada por su asociacién
con genofondos, categorias taxondmicas o caracteris-
ticas de interés en el mejoramiento.

Los descriptores propuestos se incorporaron a la
base de datos del banco de germoplasma de la EPICA,
en Camagiiey, y esta aprobada su inclusién en la nue-
va version del sistema automatizado del banco de
germoplasma de cafia de azicar (BANCOGER). Con
la realizacidn de esta propuesta, se inici6 en el pais el
uso de descriptores moleculares en la actividad
conservacionista de los recursos fitogenéticos.

Se dispone de los patrones de polimorfismo molecular
(RFLP, AFLP, RAMP) recomendados en los estudios
de diversidad, organizados en cinco secciones: clones de
fundacién del complejo Saccharum (27); nuevos clones
de la expedicién Cuba-Laos (35); hibridos comerciales
cubanos de interés en el mejoramiento (41); clones
promisorios del programa de recurrencia de la madurez
temprana (11); y somaclones comerciales y clones
transgénicos promisorios (8). Los patrones que se van a
emplear pueden ser seleccionados directamente por cual-
quier usuario. En el mundo la metodologia garantiza una
alta confiabilidad al facilitar la eleccién por el usuario de
las bandas con mayor valor discriminatorio, las cuales
diferencian subgrupos o fondos genémicos de los clones
de la Seccién, y de las bandas raras o tinicas que identi-
fican los clones dentro de cada subgrupo.

Diversidad genética. Predicciéon
del comportamiento familiar. Aplicacién
del BLUP

En la caiia de aziicar se ha demostrado la eficiencia de
la seleccidn familiar y del valor predictivo del poten-
cial de una familia expresado a través de las medias de
los caracteres mas importantes en la etapa de postu-
ras. Su estimacién se realiza en costosos estudios de
progenies que evaliian un nimero reducido de progeni-
tores; por lo tanto, un método predictivo de las medias
familiares basado en las caracteristicas parentales, faci-
litaria la realizacién de la selecci6n familiar.

Se compararon tres indicadores de diversidad entre
los progenitores (distancia genealégica, DG; distancia
multivariada, DI; distancia genémica por RFLP, DP) por
su valor predictivo de las medias familiares, con cinco
indicadores basados en estudios de progenies para el brix

Biotecnologia Aplicada 1999; Vol. 16, No.3

3. Coto O, Cornide MT, Perez G, Canales
E, Ramos Leal M, Leonard H. Diversidad
moleculor (RFLP) de clones de Saccharum
spp. de inferés para el mejoramiento ca-
fAero. Rev CENIC. Ciencias Biolégicas
1999,30:194-208.

4. Cornide MT, Coto O, Canales E, Siga-
rroa A, Ramos M, Leonard H, et al. Estudio
de indicadores de la variabilidad genética
mediante RFLP en la cona de azucar. Rev
CENIC. Ciencios Biolégicas 1996,27:8-12.

5. Canales E, Cornide MT, Calvo D, Galvez
G, Ramos Leal M, Coto O. Moleculor
diversity in a group of sugarcane varieties.
Proceedings of the 23th ISSCT Congress;
1999 Feb 22-26; Nueva Delhi, India;
1999 ( en prensa).

6. Cornide MT, Sanchez JE, Leonard H,
Galvez G, Canales E, Mesa J. Genetic
diversity among a group of Cuban
sugarcane varieties and its relationship to
family performance. Proceedings of the
23th ISSCT Congress; 1999b Feb 22-26;
Nueva Delhi, India; 1999.



Reportes

Reports

y los componentes del peso del tallo en una etapa tem-
prana del esquema de seleccién [ 7). El estudio se realizo
en cruces factoriales de diez progenitores cubanos im-
portantes. Se introdujo el método del mejor predictor
lineal insesgado (BLUP) para potenciar el uso de las
distancias en la estimacién de las medias familiares. Para
ello, los autores modificaron el modelo de Bernardo [8]
segiin cinco variantes de la matriz de varianza-covarianza.
Se demostré:

¢ La utilidad de emplear el polimorfismo molecular
revelado por RFLP para evaluar la verdadera diver-
sidad gendmica entre dos genotipos de cafa de azu-
car, independientemente de su origen idéntico por
descendencia o similar en estado, en relacién con el
coeficiente de coancestria y la distancia fenotipica.

* Que las distancias basadas en RFLP realizados con
sondas de asociacién desconocida con los caracteres
de interés, escogidas por su distribucién genémica, y
por lo tanto, que expresan la diversidad general, tie-
nen un valor préactico limitado para predecir las me-
dias familiares de la altura y los componentes del
peso del tallo en las etapas de posturas (planta y
retofio) y clonal (planta y dos retofios).

* Que el método del mejor predictor lineal insesgado
(BLUP), mediante la utilizacién del modelo de ma-
triz de varianza-covarianza propuesto por los
autores, mejord la asociacion de los estimados de
diversidad parental con las medias familiares.

Estudios metodolégicos

Se realiz6 un conjunto de estudios para perfeccionar
larepresentacion grafica de la diversidad de MM para
determinar fondos genémicos en la caia de azicar. Se
reporté la presencia y magnitud del sesgo de los
estimados de distancias debido a variantes RFLP co-
munes entre genotipos no emparentados (dag). Sin
embargo, la sobreestimacion de los estimados de simi-
litud genética por este sesgo en los materiales caracte-
rizados, no resulté importante en la determinacién de
los genofondos. Esto se debe a que la resolucién de los
analisis multivariados en la determinacion gréfica de
los genofondos de RFLP, dependié de la unidad de
polimorfismo considerada (bandas individuales o pa-
trones de bandas de cada CES) y no de la fuente de
sesgo anterior o de la presencia de variantes parcial-
mente correlacionadas entre diferentes CES revelados
con una misma sonda. A estos efectos se recomienda
considerar como variantes las bandas polimérficas in-
dividuales reveladas de las CES previamente seleccio-
nadas por su alto polimorfismo y su facilidad de conteo.
La confiabilidad de la determinacién de los genofondos
por la metodologia propuesta por los autores, fue con-
firmada al mantenerse el agrupamiento de clones por
los métodos multivariados mds usados.

Estudios genético-estadisticos
y paquete especializado de programas
computadorizados de apoyo

Se disefié y validé un paquete de programas (MAT-
GEN) (Registro 02707-2707) para la determinacién de
las relaciones entre genotipos con variantes binarias por
17 indicadores de asociacién de tres tipos de pondera-
cion [9]. Este paquete facilita los estudios de diversidad
molecular, al agrupar las operaciones més frecuentes que
el usuario realiza. Como novedad, se brinda la opcién de
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determinar y corregir el sesgo por variantes comunes
entre individuos no emparentados, mediante tres tipos
de indicadores y la comparacién de los estimados de
asociacién mediante la técnica de Jackknife, de gran utili-
dad especialmente en estudios de poliploides.

Se confeccioné un software para el mapeo en
poliploides (POLIMAP), validado con datos de cafia de
azicar procedentes del CNIC [10]. Los mapas permiten
la bisqueda de MM para la seleccion en la cafia y en
otros cultivos tropicales. Los autores calcularon las pro-
porciones de segregacion y desarrollaron las formulas de
estimacion para determinar: la dosis del marcador en
alopoliploides y autopoliploides sin doble reduccién
(2x-16x); las relaciones de ligamiento y su configuracién
(método de dos puntos) con fragmentos de 1-3 dosis; las
autofecundaciones no controladas; el tipo y nivel de
ploidia (2 métodos); y la fraccién de recombinacién de
las 11 configuraciones mas informativas.
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Abreviaturas

AFLP: polimorfismo de la longitud de fragmentos am-
plificados (Amplified Fragment Length Poly-
morphism).
locus de cardcter cuantitativo o regién
cromosomica, determinada por andlisis de
ligamiento, que contribuye a la expresién
fenotipica de un caracter cuantitativo.
RAMP: polimorfismo de fragmentos amplificados al
azar de microsatélites (Random Amplified Mi-
crasatellite Polymorphism)
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complejo Saccharum y de germoplasma basico deinte- ~ RFLP: polimorfismo de la longitud de fragmentos

rés para el mejoramiento canero mediante RFLP. Tesis de restriccion (Restriction Fragment Length

en opcidn al titulo de Maestro en Ciencias Biolégicas. Polymorphism).
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