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ABSTRACT

The objective this work to estimate the genetic divergence of clones and RB varieties sugarcane.
Were used 11 molecular markers RAPD that detected a high degree of genetic polymorphism in the
material evaluated. The total number of bands produced was 61, representing 100% of the amplified
fragments. The total number of polymorphic was 58 (95.08%), while the number of monomorphic
bands were three (4.92%). The RAPD markers, although they are considered markers of low
reprodutilidade, were effective in determining the genetic divergence between the clones and varieties

that were evaluated, allowing an indication of parents to be used in studies of hybridization.

RESUMEN

RESUMO
Se objetivd con este trabajo estimar la divergencia genética en clones y variedades RB de cafia
de azlcar. Fueron utilizados 11 marcadores RAPD que detectaron un alto grado de polimorfismo
genético. El nimero total de bandas producidas fue de 61, que representa el 100% de los fragmentos
amplificados. El nimero total de bandas polimorficas fue de 58 (95,08%), mientras que el nimero de
bandas monomérficas fueron tres (4,92%). Los marcadores moleculares RAPD, a pesar de ser
considerados marcadores de baja reproductividad, se mostraron eficientes en la determinacion de la
divergencia genética entre los clones y las variedades que fueron evaluados permitiendo inclusive la

indicacién de genitores a ser utilizados en trabajos de hibridacion.
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INTRODUCCION

La cafa de azlcar es una das culturas de gran importancia socioecondmica en Brasil. Siendo
utilizada como materia prima para la fabricaciébn de diversos compuestos como azlcar, etanol,
produccion de energia limpia e renovable, ademas de contribuir en la generacion de empleos. Debido
a la degeneracion de las variedades, que ocasiona serios declives en los rendimientos agricolas e
industriales, nuevas variedades deben ser desarrolladas para sustitucion de aquellas que ya
presentan el problema en cuestion (ESPIRONELO et al., 1987).

El punto de partida para la obtenciéon de novas variedades es obtener poblaciones mejoradas
en las cuales los mejoradores efectuaran la seleccién. Siendo asi, la recombinacion entre variedades
comerciales y clones elites, distantes genéticamente, que ya presentan en su constitucién genes
relacionados a caracteres de interés es de fundamental importancia para la obtenciéon de esas
poblaciones con gran perspectiva en la recuperacién de hibridos de mayor efecto heterético en las
fases de seleccion (MATSUOKA et al., 2005).

La aplicacion de marcadores moleculares en la elaboracién de los cruces, visando obtener
poblaciones mejoradas viene siendo adoptada como una herramienta adicional por los programas en
el mejoramiento genético de la cafia de azlcar.

Los marcadores moleculares RAPD, a pesar de ser considerados marcadores de baja
reproductibilidades presentan la ventaja de acceso a la divergencia genética a nivel de DNA cuando
comparados a caracteres morfo-agrondmicos que son facilmente influenciados por el ambiente.

Es una técnica de bajo costo y de facil ejecucion proporcionando rapidez en la obtencién de los
resultados (CAIXETA et al., 2006).

En base a esas consideraciones este trabajo tiene como objetivo evaluar la divergencia

genética en clones y variedades RB de cafia de azlcar a través de marcadores moleculares RAPD.

MATERIALES Y METODOS

Tres progenies oriundas de autofecundacion fueron evaluadas. La primera comprehende seis
genotipos obtenidos a través de la autofecundacién da variedad RB867515, a segunda sete
genotipos da autofecundacion de la variedad RB943365 y la tercera también 7 genotipos
provenientes da autofecundacién de la variedad RB863129 (Tabla 1). Todos los cruzamientos fueron
realizados en la Estacion de Floraciébn y Cruzamiento de Devaneo en Amaraji, Pernambuco del
Programa de Mejoramiento Genético de la Cafia de azlcar da RIDESA (Red Interuniversitaria para el

Desarrollo del Sector del aztcar y del alcohal).



Tabla 1. Identificacion das tres progenies de la cafia de azlcar.

PROGENIE 1. PROGENIE 2. PROGENIE 3.

1. RB867515* 2. RB943365* 3. RB863129*
UFRPEO06-01 UFRPEOQ6-07 UFRPEO6-14
UFRPEO06-02 UFRPEO06-08 UFRPEO06-15
UFRPEO06-03 UFRPEO06-09 UFRPEO06-16
UFRPEOQ6-04 UFRPEO06-10 UFRPEOG-17
UFRPEO06-05 UFRPEO6-11 UFRPEO06-18
UFRPEO06-06 UFRPEO06-12 UFRPEO06-19

UFRPEO06-13 UFRPEO06-20

Note: 1. RB867517* Genitor da progenie 1
2. RB943365* Genitor da progenie 2
3. RB863129* Genitor da progenie 3
Total: 23 genotipos

Los genotipos han sido seleccionados en campo en la fase T1 cafia soca del mejoramiento
genético de la cafia de azlcar a través de la seleccion de masa, de acuerdo con la metodologia del
PMGCA/UFRPE/RIDESA, con base en los siguientes caracteres: indice de sélidos solubles(BRIX)
medidos con un refractobmetro de campo, altura y didmetro de tallos medidos con el auxilio de cinta
métrica y pinza, nimero de colmos por cepa con base en el contaje del nimero de colmos de cada
cepa (fueron seleccionados genotipos que presentaron en lo minimo siete tallos por cepa), caracteres
morfolégicos generales y resistencia las principales enfermedades y plagas que afectan la agricultura
cafiera en el estado de Pernambuco.

La extraccion de DNA vy las reacciones de amplificacién seguiran el protocolo descrito por
Nienhuis et al. (1995) Pereira et al. (2007) respectivamente, con modificaciones para cafia de azlcar.
Fueron utilizados 11 marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) de la Operon
Technologies (Tabla 2).

Tabla 2. Marcadores RAPD con sus respectivas secuencias usados en el andlisis molecular de

genotipos de cafia de azUcar.

Primeros Secuencias

OPAL 09 TCGCTGGTGT
OPAN 20 GAGTCCTCAAC
OPAX 02 TTCCGCCACC
OPAX 09 GGTCTGGTTG
OPAX 10 CCCTAGACTG
OPAX 11 GGAGCCTCAG
OPAX 12 TCGCCAGCCA
OPAX 16 CTCTGTTCGG

OPAX 17 GACACGGACC




OPAX 18 GACTAGGTGG
OPAX 19 TGGCAAGGCA

Para los marcadores RAPD, las reacciones de amplificacion tuvieron volumen final de 12,01 pl,
contenidos: 5,45 pl de agua, 2,25 pl de DNA (10 ng.ml™), 0,66 ul de dNTP (contenido: 50uM de cada
uno de los desoxiribonucleotideos trifosfatos dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,25 pl do oligonucleétido
iniciador (0,4 uM), 1,0 ul de tampdn de reaccion (50mM de Tris pH 8,0; 2,0mM de MgCl,; 20mM de
KCI; 250pg.mL™ de albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400 e 1mM de tartrazine) e 0,4 unidades da
enzima Tag polimerasa.

Las reacciones fueron amplificadas en termociclador Eppendorf MasterCycler Gradiente 5331.
La amplificacién fue seguida por 40 ciclos, cada uno a 94 ° C por dos minutos, 37 ° C por 15
segundos y 72 ° C por 1 min, con una extension final a 72 ° C por dos minutos.

La separacién dos productos amplificados fue realizada en electroforesis horizontal a 50 volts,
durante 6 horas con gel de agarosa ultra pura a 1% inmerso en tampén TBE (0,45 M de tris-borato,
0,01 M de EDTA pH 8,0).

Pasado este tempo los geles fueron tratados con solucién de brometo de etidio a 0,5ug.mI™ por
veinte minutos, visualizados en transiluminador de luz ultravioleta y fotografiada en camara fotogréfica
EDA - 290, de Kodak.

Los marcadores moleculares fueron analizados en cuanto a la presencia (1) o ausencia (0) de
bandas. Las estimativas de la divergencia genética entre los genotipos fueron obtenidas por medio
del complemento aritmético do coeficiente de Jaccard y para construir el dendrograma se utilizé el
método jerarquico del tipo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetical Averages),
desarrollado por Sokal y Michener (1958). Para verificar la concordancia entre los valores originales
de disimilaridad y aquellos representados en el dendrograma se efectué el calculo del coeficiente de
correlacién cofenético segundo Sokal y Rohlf (1962). El nimero optimo de bandas fue analizado por
el método bootstrap (Manly, 1997). Los andlisis genético-estadisticas fueron realizadas con el auxilio
do programa Genes (CRUZ, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los marcadores RAPD utilizados en el presente estudio generaron un alto grado de
polimorfismo genético en los genotipos evaluados. El nimero total de bandas producidas fue de 61,
que representa 100% de los fragmentos amplificados (Tabla 3). El numero total de bandas
polimorficas fue de 58 (95,08%), mientras que el nimero de bandas monomorficas fueron tres
(4,92%).

Tabla 3. Deteccién de polimorfismo genético en progenies de cafia de azlcar obtenido a través de la

utilizacién de 11 marcadores RAPD.

Primers Total amplified fragments Monomorphic (%) Polymorphic (%)




fragmentos fragmentos

OPAL 09 5 0 5 100
OPAN 20 5 0 5 100
OPAX 02 1 0 1 100
OPAX 09 5 1 20 4 80
OPAX 10 4 1 25 3 75
OPAX 11 5 0 0 5 100
OPAX 12 8 0 0 8 100
OPAX 16 7 0 0 7 100
OPAX 17 6 0 0 6 100
OPAX 18 6 1 16.66 5 83.34
OPAX 19 9 0 0 9 100
Total 61 3 4.92 58 95.08

El primer OPAX19 generd el mayor nimero de fragmentos (nueve), todos ellos polimorficas
(100%). Los primeros OPAX12, OPAX16, OPAX17, OPAX11, OPAN20, OPAL09 y OPAX02 también
presentaron 100% de polimorfismo, con un total de 8, 7, 6, 5, 5, 5 e 1, bandas respectivamente.
Siendo considerados, por lo tanto, los marcadores méas polimérficos.

Los primeros OPAX18, OPAX09, OPAX10 presentaron un nivel satisfactorio de polimorfismo
genético. OPAX18 amplificaron seis bandas, 5 polimoérficas y 1 mono mérfica (83.34% polimorfismo),
OPAX09 amplificaron 5 bandas, 4 polimérficas y 1 mono mérfica (80% polimorfismo) y OPAX10 con 4
bandas amplificadas 3 polimérficas y 1 mono marfica (75% polimorfismo).

El nivel de polimorfismo detectado por los marcadores RAPD, estuvo de acuerdo con aquel
obtenido por Almeida et al. (2009), que caracterizaron 14 variedades comerciales de cafia de azUcar
por medio de marcadores ISSR y detectaron 95% de polimorfismo genético. Considerando que los
marcadores ISSR son mas polimdérficos que RAPDSs, por el hecho de ser marcadores semi-arbitrarios
basados en repeticiones micros satélites, segundo Souza et al. (2005), Ley et al. (2006), se puede
afirmar que los primeros RAPD fueron eficientes para detectar variabilidad genética en los genotipos
evaluados en este trabajo.

El coeficiente de correlacion cofenético entre la matriz de disimilaridad obtenida pelo
complemento aritmético del coeficiente de Jaccard y la matriz cofenética fue de r = 0,91. Para Cruz y
Carneiro (2006), cuanto mayor el valor del coeficiente de correlacién cofenético, menor sera la
distorsion provocada al agrupar los genotipos. Lapoint y Legendre (1992), afirman que el mejor ajuste
se encienta cuando el valor de r es superior a 0,9. Siendo asi, se puede constatar que, en el presente
trabajo, la concordancia entre los valores originales de disimilaridad y aquellos representados en el
dendrograma presentan excelente precision.

Los andlisis de bootstrap estan presentados en la figura 1. Se constata, una relacion
inversamente proporcional entre el nimero de bandas que fueron analizadas y el valor de stress,

teniendo alta consistencia a partir de 60 bandas en donde el valor de la correlacion fue de 0,99 y del



stress 0,030. Colombo et al. (2000), afirman que el intervalo entre 50 y 100 bandas es considerado

adecuado para estudiar las relaciones genéticas en las especies vegetales..
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Figura 1. Estimativa del niamero 6éptimo de bandas, obtenidas por el analisis de bootstrap, para
representar la divergencia genética en clones y variedades comerciales de cafia de azUcar a partir de

informaciones binarias generadas por marcadores moleculares micros satélites.

El dendrograma de disimilaridad generado por el método UPGMA y basado en la informacién
obtenida a través de la utilizacion de marcadores RAPD, ha permitido la formacion de 2 grandes
grupos (Figura 2). Sin embargo, con base en el punto de corte correspondiente la disimilaridad
genética de aproximadamente 75%, pode-se constatar la formacién de IV grupos. El grupo | incluye
los genotipos UFRPE06-03, UFRPE06-06,UFRPE06-02, UFRPE0601, UFRPEO06-05, UFRPEO06-04,
RB943365, UFRPE06-07, RB863129, UFRPE06-14, UFRPE06-16, UFRPEO06-11, UFRPEO06-15,
UFRPEO06-12, UFRPE06-13 y RB867515. El grupo Il los genotipos UFRPE06-17, y UFRPE06-18. El
grupo Il los genotipos UFRPE06-19 y UFRPEO06-20 y finalmente el grupo 1V los genotipos UFRPE06-
09 y UFRPEO06-10.
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Figura 2. Dendrograma representativo del patron de disimilaridad, establecido por el método

jerarquico de la ligacion promedio entre grupo, con base en la utilizacion conjunta de marcadores

moleculares del tipo RAPD. El valor del coeficiente de correlacion cofenético (r) es de 0,91.

CONCLUSION

1. Los marcadores moleculares RAPD se mostraron eficientes en la determinacién da

divergencia genética en cafia de azucar.

2. Aplicando os resultados obtenidos al mejoramiento vegetal, el fitomejorador debe direccionar

sus esfuerzos para promover hibridaciones entre los genotipos 12 x 22, 12 x 14, 12 x 7, 12 x

6,12 x 4, 12 x 3 e 12 x 2 a fin de obtener nuevos individuos que redinan en su constitucion

genética mayor ndmero de alelos relacionados a caracteres de interés a la agroindustria

cafiera
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