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RESUMEN

Los marcadores tipo microsatélite CV29, CV37 y CV38 resultaron utiles para iniciar la evaluacion de la
diversidad genética de 204 variedades de cafia de azucar de la coleccion de germoplasma de la
Agroindustria Azucarera de Guatemala. Se obtuvo un coeficiente de diversidad promedio
(heterocigosidad) de 0.37. El rango de variacion en la similitud genética de la poblacion fue de 0.50-0.90.
Este resultado es de interés pues indica la existencia de variabilidad, teniendo en cuenta que el 73.04 % de
las variedades tienen la misma procedencia (Canal Point, Estados Unidos). Tomando 0.63 como
coeficiente maximo de similitud se obtuvieron 20 grupos que se pueden usar como referencia en la
planificacion de cruzas.

ABSTRACT

The CV29, CV37 and CV38 microsatellite markers were useful to start evaluating the genetic diversity on
204 varieties from sugarcane germplasm collection of Sugar Agro Industry of Guatemala. Heterozygosity
coefficient of 0.37 was obtained. The range of variation in the genetic similarity of the population was
0.50 to 0.90. This result is of interest because it indicates the existence of variability, taking into account
that 73.04% of the varieties have the same origin (Canal Point, USA). Taking 0.63 as maximum similarity
coefficient, varieties gathered in 20 groups that can be used as a reference in planning crosses.
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INTRODUCCION

En Guatemala, el Programa de
Variedades de CENGICANA
realiza el mejoramiento
genético de la cana de azucar
enfocado a contribuir al
incremento de la productividad
de azucar. Para ello se pretende
generar y/o adaptar variedades
de alto tonelaje de cafia y
rendimiento de azlcar, a las
diferentes condiciones
ambientales, y que a su vez
muestren resistencia a las
enfermedades y las plagas mas
comunes. El programa inicid
sus actividades en 1992 y fue
establecido con una estrategia
general que contempla tres
componentes principales: a)
estudios de variabilidad
genética  (germoplasma y
cruzamientos), b) evaluacion y
seleccion de germoplasma y c)
liberacion de variedades nuevas
(Orozco et al., 2012).

La variabilidad genética es un
factor necesario en un programa
de mejora genética. La
caracterizacion de la
variabilidad puede facilitar su
uso y conservacion, esta
caracterizacion puede hacerse
con base en caracteristicas
fenotipicas o genotipicas. Las
caracteristicas fenotipicas
tienen la desventaja de que
pueden variar a través de
ambientes diferentes, lo que no
sucede con las caracteristicas
genotipicas que se obtienen
mediante marcadores
moleculares.

Roughan et al., (1971)
reportaron por primera vez el
uso de marcadores moleculares
en cafia de azicar. Analizando

la variacion de la isoenzima [-amilasa en S. officinarum, S.
spontaneum y la progenie F, originada de su cruzamiento, fueron
capaces de diferenciar los genotipos de cada una de las dos
especies, asi como los de la progenie hibrida y la resultante de
autofecundacion, aunque no encontraron ninguna correlaciéon entre
los marcadores y el contenido de almidoén en el tallo de la planta.

Actualmente los marcadores mas utilizados son los de ADN. Estos
pueden obtenerse por 1) restriccion de fragmentos 2) amplificacion
de fragmentos a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Los marcadores moleculares se han utilizado en cafa de
azucar con varios propositos, como comprender el origen de los
cultivares comerciales, determinar la diversidad genética,
identificacion de variedades, identificacion de loci de caracteristicas
cuantitativas (QTL), analisis genomico funcional y estructural y
diagnostico de patogenos (Lackshmanan et al., 2005).

La determinacién de la diversidad genética entre cultivares es
potencialmente una herramienta importante para propoésitos de
fitomejoramiento, puesto que puede proveer a los fitomejoradores
los medios para analizar la variacion disponible en colecciones de
germoplasma. Esta diversidad da a los mejoradores de cafia de
azucar la oportunidad de seleccionar germoplasma mas diverso para
incluir dentro de sus programas de mejoramiento (Aitken y McNeil,
2010).

El andlisis de los patrones moleculares permite establecer el grado
de similitud entre las variedades, lo que permite visualizar los
niveles de diversidad genética con que se cuenta en las colecciones
y en los programas de mejoramiento (Aitken y McNeil, 2010). El
analisis de marcadores moleculares ofrece una medida de las
relaciones genéticas con base en caracteristicas del ADN (Singh et
al., 2010). Esa informacion se convierte en una herramienta para la
planificacion de las hibridaciones.

Para datos de marcadores moleculares, se calculan las frecuencias
alélicas y se usan para construir una matriz binaria para analisis
estadistico. Las medidas de distancia o similitud genética mas
comunmente utilizadas con datos binarios para calcular la
diversidad genética son el coeficiente de Nei y Li y el coeficiente
de Jaccard. Alternativamente, técnicas de analisis multivariado, las
cuales analizan simultaneamente multiples mediciones en cada
individuo bajo investigacion se utilizan ampliamente para el
analisis de la diversidad genética, indistintamente del conjunto de
datos (morfologicos, bioquimicos o moleculares). Dentro de estos
algoritmos, el analisis de conglomerados que utiliza el método
jerarquico aglomerativo UPGMA (Unweighted Paired Group
Method using Arithmetic Averages por sus siglas en inglés), el
analisis de componentes principales (PCA) y el analisis de
coordenadas principales son, actualmente, los mas comunmente
utilizados y particularmente utiles (Aitken y McNeil, 2010).
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En 2005, el programa de
mejoramiento genético de cafia
de azucar en Guatemala realizo
una primera caracterizacion de
germoplasma mediante
microsatélites (Quemé, Molina,
Melgar, 2005) y actualmente,
su uso aporta informaciéon a la
planificacion de las cruzas.

Maccheroni et al. (2007)
reportaron la utilizacion de tres

marcadores microsatélite
derivados del analisis de
secuencias EST para

discriminar variedades de cafia
de azucar, identificar
accesiones duplicadas en el
banco de germoplasma,
determinar indices de similitud
entre variedades que ayude a

seleccionar progenitores para cruzamientos, e identificacion de
progenitores masculinos en policruzas. Por otra parte, con base en
la secuenciacion de clones de dos bibliotecas genomicas, Parida et
al. (2008) reportaron el desarrollo de 1.315 marcadores
microsatélite a los que denominaron SEGMS (Sugarcane Enriched
Genomic MicroSatellite).

OBJETIVO

Analizar la variabilidad en 204 variedades de cafia de azucar
utilizando marcadores tipo microsatélite.

METODOLOGIA

Material vegetal

En este estudio se utilizaron 204 variedades de cafia de azucar

(Cuadro 1), provenientes de la Coleccién de Germoplasma de la
Agro Industria Azucarera de Guatemala (AIAG).

Cuadro 1. Nombre y procedencia de los genotipos caracterizados mediante marcadores microsatélite

No. Variedad* Origen No. Variedad Origen
1 Akoki EUA 26 CP00-1071 Canal Point (EUA)
2 B4744 Barbados 27 CP00-1100 Canal Point (EUA)
3 B73375 Barbados 28 CP00-1101 Canal Point (EUA)
4 BA11569 Barbados 29 CP00-1359 Canal Point (EUA)
5 BJ5732 Barbados 30 CP00-1570 Canal Point (EUA)
6 CB40-35 Campus (Brasil) 31 CP00-1607 Canal Point (EUA)
7 CC85-92 Cenicafia (Colombia) 32 CP00-1675 Canal Point (EUA)
8 (CGO00-033 Cengicafia (Guatemala) 33 CP00-1683 Canal Point (EUA)
9 CGO00-102 Cengicafia (Guatemala) 34 CP00-1748 Canal Point (EUA)
10 CG00-111 Cengicafia (Guatemala) 35 CP00-1749 Canal Point (EUA)
11 CGO00-129 Cengicafia (Guatemala) 36 CP00-1751 Canal Point (EUA)
12 CG01-27 Cengicafia (Guatemala) 37 CP00-1758 Canal Point (EUA)
13 CG01-53 Cengicafia (Guatemala) 38 CP00-1763 Canal Point (EUA)
14 CG01-60 Cengicafia (Guatemala) 39 CP00-1803 Canal Point (EUA)
15 CG02-163 Cengicafia (Guatemala) 40 CP00-1810 Canal Point (EUA)
16 CG03-025 Cengicafia (Guatemala) 41 CP00-1825 Canal Point (EUA)
17 CG03-114 Cengicafia (Guatemala) 42 CP00-1830 Canal Point (EUA)
18 CGO03-240 Cengicafia (Guatemala) 43 CP00-2164 Canal Point (EUA)
19 CGO03-242 Cengicafia (Guatemala) 44 CP00-2180 Canal Point (EUA)
20 CG97-97 Cengicafia (Guatemala) 45 CP00-7753 Canal Point (EUA)
21 CG98-10 Cengicafia (Guatemala) 46 CP01-1262 Canal Point (EUA)
22 CG98-46 Cengicafia (Guatemala) 47 CP01-1338 Canal Point (EUA)
23  CG98-78 Cengicafia (Guatemala) 48 CP01-1372 Canal Point (EUA)
24 CG99-099 Cengicafia (Guatemala) 49 CP01-1449 Canal Point (EUA)
25 Cod21 Coimbatore (India) 50 CP01-1614 Canal Point (EUA)

*De manera general, las variedades de cafia de azticar se nombran con las iniciales de su origen geografico,
seguido por dos nimeros separados por un guion, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue

seleccionada por primera vez v el segundo representa el nimero correlativo de seleccién.

196



...Continuacion Cuadro 1

No. Variedad* Origen No. Variedad Origen

51 CP01-1750 Canal Point (EUA) 96 CP53-6 Canal Point (EUA)
52 CP01-1779 Canal Point (EUA) 97 CP66-346 Canal Point (EUA)
53 CP01-1802 Canal Point (EUA) 98 CP67-42 Canal Point (EUA)
54 CP01-2471 Canal Point (EUA) 99 CP70-321 Canal Point (EUA)
55 CP01-2634 Canal Point (EUA) 100 CP72-2086 Canal Point (EUA)
56 CP02-1003 Canal Point (EUA) 101 CP73-1547 Canal Point (EUA)
57 CP02-1049 Canal Point (EUA) 102 CP75-1082 Canal Point (EUA)
58 CP02-1050 Canal Point (EUA) 103 CP75-1553 Canal Point (EUA)
59 CP02-1120 Canal Point (EUA) 104 CP75-1632 Canal Point (EUA)
60 CP02-1124 Canal Point (EUA) 105 CP76-328 Canal Point (EUA)
61 CP02-1255 Canal Point (EUA) 106 CP77-1055 Canal Point (EUA)
62 CP02-1345 Canal Point (EUA) 107 CP78-1247 Canal Point (EUA)
63 CP02-1593 Canal Point (EUA) 108 CP78-1628 Canal Point (EUA)
64 CP02-1668 Canal Point (EUA) 109 CP79-332 Canal Point (EUA)
65 CP02-1703 Canal Point (EUA) 110 CP80-1743 Canal Point (EUA)
66 CP02-1756 Canal Point (EUA) 111 CP80-1752 Canal Point (EUA)
67 CP02-1769 Canal Point (EUA) 112 CP80-1827 Canal Point (EUA)
68 CP02-1784 Canal Point (EUA) 113 CP81-1335 Canal Point (EUA)
69 CP02-1807 Canal Point (EUA) 114 CP81-1383 Canal Point (EUA)
70 CP02-1840 Canal Point (EUA) 115 CP82-2043 Canal Point (EUA)
71 CP02-1915 Canal Point (EUA) 116 CP85-1482 Canal Point (EUA)
72 CP02-1966 Canal Point (EUA) 117 CP86-1209 Canal Point (EUA)
73 CP02-1969 Canal Point (EUA) 118 CP86-1614 Canal Point (EUA)
74 CP02-2113 Canal Point (EUA) 119 CP86-1623 Canal Point (EUA)
75 CP02-2584 Canal Point (EUA) 120 CP86-1633 Canal Point (EUA)
76 CP03-1002 Canal Point (EUA) 121 CP86-1664 Canal Point (EUA)
77 CP03-1103 Canal Point (EUA) 122 CP86-1705 Canal Point (EUA)
78 CP03-1494 Canal Point (EUA) 123 CP86-1747 Canal Point (EUA)
79 CP03-1553 Canal Point (EUA) 124 CP86-2024 Canal Point (EUA)
80 CPO03-1585 Canal Point (EUA) 125 CP87-1141 Canal Point (EUA)
81 CP03-1594 Canal Point (EUA) 126 CP87-1500 Canal Point (EUA)
82 CP03-1646 Canal Point (EUA) 127 CP88-1165 Canal Point (EUA)
83 CP03-1660 Canal Point (EUA) 128 CP88-1179 Canal Point (EUA)
84 CP03-1688 Canal Point (EUA) 129 CP88-1532 Canal Point (EUA)
85 CP03-1724 Canal Point (EUA) 130 CP88-1696 Canal Point (EUA)
86 CP03-2212 Canal Point (EUA) 131 CP88-1700 Canal Point (EUA)
87 CP04-1067 Canal Point (EUA) 132 CP88-1726 Canal Point (EUA)
88 CP04-119 Canal Point (EUA) 133 CP88-1912 Canal Point (EUA)
89 CP04-1510 Canal Point (EUA) 134 (CP88-2017 Canal Point (EUA)
90 CP04-2076 Canal Point (EUA) 135 CP89-1288 Canal Point (EUA)
91 CP04-2115 Canal Point (EUA) 136 CP89-1325 Canal Point (EUA)
92 CP27-139 Canal Point (EUA) 137 CP89-1327 Canal Point (EUA)
93 CP29-126 Canal Point (EUA) 138 CP89-1344 Canal Point (EUA)
94 CP48-103 Canal Point (EUA) 139 CP89-1417 Canal Point (EUA)
95 (CP52-43 Canal Point (EUA) 140 CP89-1431 Canal Point (EUA)

*De manera general, las variedades de cafia de azlicar se nombran con las iniciales de su origen geografico,
seguido por dos nimeros separados por un guién, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue

seleccionada por primera vez y el segundo representa el nimero correlativo de seleccién.
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...Continuacion Cuadro 1.

No. Variedad* Origen

No. Variedad

Origen

141 CP89-1436 Canal Point (EUA)
142 CP89-1528 Canal Point (EUA)
143 CP89-1538 Canal Point (EUA)
144 CP89-1551 Canal Point (EUA)
145 CP89-1606 Canal Point (EUA)
146 CP89-1632 Canal Point (EUA)
147 (CP89-2143 Canal Point (EUA)
148 CP90-1204 Canal Point (EUA)
149 CP90-1222 Canal Point (EUA)
150 CP90-1294 Canal Point (EUA)
151 CP91-1450 Canal Point (EUA)
152 CP91-1560 Canal Point (EUA)
153 CP91-1564 Canal Point (EUA)
154 CP91-1941 Canal Point (EUA)
155 CP91-2087 Canal Point (EUA)
156 CP92-1185 Canal Point (EUA)
157 CP92-1682 Canal Point (EUA)
158 CP92-1780 Canal Point (EUA)
159 (CP93-1056 Canal Point (EUA)
160 CP94-1182 Canal Point (EUA)
161 CP96-1068 Canal Point (EUA)
162 (CP96-1093 Canal Point (EUA)
163 CP96-1120 Canal Point (EUA)
164 CP96-1552 Canal Point (EUA)
165 CP97-1931 Canal Point (EUA)
166 CP98-1029 Canal Point (EUA)
167 CP99-1944 Canal Point (EUA)
168 (CP99-1989 Canal Point (EUA)
169 CPCL0O0-6131 Canal Point-Clewiston (EUA)
170 CPCL02-0878 Canal Point-Clewiston (EUA)
171 CPCLO2-1546 Canal Point-Clewiston (EUA)
172 CPCL02-2186 Canal Point-Clewiston (EUA)

173 CPCL02-2584
174 CPCL05-1504
175 HoCP02-639
176  L77-40

177 Mex53-142
178 Mex58-326
179 Mex60-445
180 Mex60-676
181 Mex68-2243
182 Mex73-523
183 Mex75-1705
184 Mex79-431
185 NA56-75

186 PO0OJ2714

187 P0J2878

188 PR71-358
189 PR77-3031
190 PR83-2046
191 PR87-2004
192 PR87-2015
193 PR87-3025

194  PR99-7
195" Q24
196  R570

197 RB845210
198 San Felipe
199 SP70-4768
200 SP71-6161
201 SP79-1287
202 SP79-2233
203 SP80-1842
204 SP81-3250

Canal Point-Clewiston (EUA)
Canal Point-Clewiston (EUA)
Houma-Canal Point (EUA)

Luisiana (EUA)
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Norte de Argentina
Proefstation Oost Java (Indonesia)
Proefstation Oost Java (Indonesia)

Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico
Puerto Rico

Queensland (Australia)

Reunion
Republica de Brasil

Origen desconocido

Sao Paulo (Brasil)
Sao Paulo (Brasil)
Sao Paulo (Brasil)
Sao Paulo (Brasil)
Sao Paulo (Brasil)
Sao Paulo (Brasil)

*De manera general, las variedades de cafia de azlicar se nombran con las iniciales de su origen geografico,
seguido por dos nimeros separados por un guion, el primero de ellos indica el afio en que esa variedad fue
seleccionada por primeravez y el segundo representa el nUmero correlativo de seleccidn.

En este trabajo se incluyeron
siete variedades en duplicado
que se utilizaron para verificar
la uniformidad en el proceso de
amplificacion, electroforesis y
tincion de bandas. Se esperaba
que en el analisis de similitud
estas variedades agruparan por
pares con sus duplicados con un
coeficiente de similitud igual a
1. Las variedades control

fueron: CP72-2086, CP00-1607, CP00-1071, CP00-1100, CPO0O-
2180, CP00-1570 y CP73-1547.

Extraccion de ADN

El procedimiento utilizado para la extraccion de ADN se basé en el
trabajo de Hoisington ef al. (1994) con algunas modificaciones
menores. Se tomaron aproximadamente 150 mg de material vegetal
y se maceraron con nitrogeno liquido dentro de un tubo de 2.5 ml,
al que se le agregd 600 pl de CTAB (Bromuro de
Cetiltrimetilamonio) precalentado a 65°C y se dejo en bafio de
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Maria a 65°C durante 30
minutos mezclando
ocasionalmente, luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente.
Una vez  alcanzada Ia
temperatura ~ ambiente  se
agregaron 500 pul de una
solucion de
cloroformo:alcoholisoamilico
(24:1), se mezclo y se
centrifugd a 13,000 rpm
durante 10  minutos, el
sobrenadante se recuperdé a un
tubo nuevo en donde se le
agregaron 15 pl de ARNasa (10
mg/ml) y se dejo incubar a
37°C durante 30 minutos.
Seguidamente, se repitid el
lavado con cloroformo:alcohol
isoamilico y se recuperd
nuevamente el sobrenadante.
Por tultimo se agregaron 2.5
volimenes de isopropanol frio
y 1/10 de acetato de amonio
para precipitar los 4cidos
nucleicos, se centrifugd a
13,000 rpm durante 10 minutos
hasta formar un pellet que
posteriormente se lavo con
alcohol etilico al 70 % y se dejo
secar sobre la mesa, una vez
seco se resuspendio en 100 ul
de agua para PCR y se
almacen¢ a 4°C.

Cuantificacion del ADN
extraido

De cada muestra se tomaron 5
pl del ADN extraido y se
diluyeron en 2,995 ul de agua
ultrapura. Utilizando una cubeta
de cuarzo, a esta dilucion se le
midié la absorbancia de luz a
260 nm y 280 nm de longitud
de onda y para calcular la
concentracion de ADN se
utiliz6 la siguiente relacion:

pg/ml ADN = (abs260 medida) * (50ug/ml) * (factor de dilucion)
La pureza de la solucion de ADN se determino obteniendo la razén
de absorbancia 260 nm/280 nm. Se consider6 adecuada la pureza de
la solucién cuando esta razon estuvo en el rango entre 1.7 y 1.9.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizaron tres pares de iniciadores (Cuadro 2) reportados por
Maccheroni et al. (2007) que amplifican secuencias microsatélite.

Cuadro 2. Identificacion y caracteristicas de los iniciadores
utilizados
Rango de Temperatura
amplificacion Anillamiento
Identificacion Secuencia (bp) Motivo (°c)
CV29r 5'-GCG TGC ATC GCT TGT GTCTT -3’ 85151 (ATCT)
CV29f 5'-TCG CGT CCA CCA ATG TAA CC-3’
CV37r 5-ATA AAG TGG CCG CTT GGA TTG A -3 14171 (TTTe) 64
CV37f 5'-GGA TGG ACG ACG TGT CCT GG -3
CV38r 5'-GTC AAA CAG GCG ATCTGG CTC-3 93238 (crrT)
Cv3sf 5'-GAA GCA GGG GCC TCA AGT TG- 3

Fuente: Maccheroni et al. (2007)

El volumen total de la reaccion fue de 10 pl. Se utilizaron 8.6 ul de
Master Mix Amplitaq Gold 360 de Applied Biosystems, 0,2 ul de
cada iniciador a una concentracion de 10.0 uM y 1 pl de ADN (25

ng).

Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion

La electroforesis se realizd en una camara MiniProtean TetraCell
(Bio-Rad) y los geles se prepararon con una mezcla de
aclilamida:bisacrilamida 37.5:1 (40 %), TBE 5X, agua destilada,
temed y APS. Las camaras se llenaron con TBE1X y se aplicaron
110 voltios durante 90 minutos.

Los geles de poliacrilamida se separaron de los vidrios tras la
electroforesis y, la tincion de las bandas de ADN se realizo de la
siguiente manera: fijacion por 20 minutos con acido acético 10 %,
tres lavados de 2 minutos con agua destilada, tincién con nitrato de
plata (AgNO; 0.1 % p/v, formaldehido 0.15 % v/v) durante 30
minutos, un lavado con agua destilada de 10 segundos, revelado
con una solucién fria de carbonato de sodio (NaCOs; 3 % p/v,
formaldehido 0.15 %, tiosulfato de sodio 0.00052 %) hasta la
aparicion de bandas definidas y, finalmente, la detencion de la
reaccion de revelado con acido acético al 10 %.
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Analisis de los datos

Los datos de
presencia/ausencia de bandas
fueron utilizados para
cuantificar la similitud
genética utilizando el
coeficiente de Dice (Sa,b).

Sa,b = 2N/2N+na+nb

Donde Sa,b es el coeficiente
de la similitud que existe entre
los genotipos a y b; N es el
total de coincidencia positiva
entre los genotipos a y b; na'y
nb son el total de bandas no
coincidentes presentes en cada
genotipo a y b,
respectivamente (Harvey and
Botha, 1996). Los resultados
del coeficiente de Dice fueron
utilizados para generar una
matriz de similitud, la cual fue
interpretada graficamente a
través del método de
agrupamiento UPGMA,

utilizando el software NTSY Spc (Rohlf, 2003).

RESULTADOS

Se realiz6 el analisis de 204 variedades procedentes de
Argentina, Australia, Barbados, Brasil, Estados Unidos,
Guatemala, India, Indonesia, México, Puerto Rico y Reunion.
Los tres marcadores utilizados amplificaron fragmentos que en
su mayoria se mostraron polimorficos, originando distintos
patrones de bandas en las variedades como puede observarse en
la Figura 1 donde se muestra la separacion de los productos
amplificados en siete variedades para los tres marcadores tras la
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) y la tincién con
plata.

El rango de tamafios de los fragmentos obtenidos para el
marcador CV29 fue de 88-910 pb; para CV37 de 101-1269 pb y
para CV38 entre 120-1010 pb. En comparacién con los
resultados obtenidos por Maccheroni et al. (2007), quienes
obtuvieron bandas en un rango de 102-199 pb, observamos que
hemos amplificado bandas dentro y fuera de este rango, siendo
estas ultimas inespecificas. De estos resultaron polimorficos 18
en los primeros marcadores y 12 en CV38 (Cuadro 3). En este
cuadro también se muestran las frecuencias alélicas obtenidas
para cada locus.
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Figura 1. Bandas de ADN amplificadas con el marcador CV29 (arriba), CV37 (centro) y CV38 (abajo) en 7
variedades. Las flechas muestran algunas bandas polimérficas. Carriles: 1=marcador de masa
molecular, 2=CP00-1763, 3=CP86-1705, 4=CP01-1750, 5=CP86-1747, 6=CP03-2212, 7=CP29-126,
8=CP00-1748, 9=marcador de masa molecular
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Cuadro 3. Nimero de bandas y frecuencias génicas de los alelos: ausencia de banda (0) y presencia (1) .
Bandas obtenidas mediante la utilizacion de los pares de iniciadores CV29, CV37 y CV38 en una
poblacion de 204 variedades de caiia de azicar

No. Locus Tamafo na* ne* h* No. Locus Tamaiio na* ne* h*

1 CV29-1 204 1 1.0000 0.0000 30 CV37-9 204 2 1.5334 0.3478
2 CV29-2 204 1 1.0000 0.0000 31 CV37-10 204 2 1.5176  0.3411
3 CV29-3 204 2 1.9912  0.4978 32 Cv37-11 204 2 1.3885 0.2798
4 CV29-4 204 2 1.8967 0.4728 33 CV37-12 204 2 1.8433  0.4575
5 CV29-5 204 2 1.8230 0.4515 34 CV37-13 204 2 1.9342  0.4830
6 CV29-6 204 2 1.9969  0.4992 35 CV37-14 204 2 1.4556  0.3130
7 CV29-7 204 2 1.9169 0.4783 36 CV37-15 204 2 1.7603  0.4319
8 CV29-8 204 2 1.7828 0.4391 37 CV37-16 204 2 1.9640 0.4908
9 CV29-9 204 2 1.6868  0.4072 38  Cv37-17 204 2 1.9286  0.4815
10 CV29-10 204 2 1.4863 0.3272 39 CV37-18 204 2 1.8211  0.4509
11 CV29-11 204 2 1.8716  0.4657 40 CV37-19 204 1 1.0000 0.0000
12 CV29-12 204 2 1.4709 0.3201 41 Cv3g-1 204 1 1.0000 0.0000
13 CV29-13 204 2 1.4941  0.3307 42 CV38-2 204 1 1.0000 0.0000
14 CV29-14 204 2 1.7592  0.4316 43 CV38-3 204 1 1.0000 0.0000
15 CV29-15 204 2 1.9046  0.4750 a4 Cv38-4 204 2 1.8852  0.4695
16 CV29-16 204 2 1.7273 0.4211 45 Cv38-5 204 2 1.8983  0.4732
17 CV29-17 204 2 1.5176 0.3411 46 CV38-6 204 2 1.9046  0.4750
18 CV29-18 204 2 1.5019 0.3342 47 Cv38-7 204 2 1.9595 0.4897
19 CV29-19 204 2 1.9549  0.4885 48 Cv38-8 204 2 1.8918 0.4714
20 CV29-20 204 1 1.0000  0.0000 49  CV38-9 204 2 1.8286  0.4531
21 Cv29-21 204 2 1.9046  0.4750 50 CV38-10 204 2 1.5019 0.3342
22 CVv37-1 204 2 1.7031 0.4128 51 Cv38-11 204 2 1.9486  0.4868
23 CV37-2 204 2 1.6056 0.3772 52 CV38-12 204 2 1.7513  0.4290
24 CV37-3 204 2 1.6543  0.3955 53  (Cv38-13 204 2 1.9934  0.4983
25 CV37-4 204 2 1.5653 0.3611 54 Cv38-14 204 2 1.9999  0.5000
26 CV37-5 204 2 1.7906  0.4415 55 CV38-15 204 2 1.7828 0.4391
27 CV37-6 204 2 1.9068 0.4756
28 CV37-7 204 2 1.9286 0.4815 Media 204 1.8727 1.6722 0.3743
29 CV37-8 204 2 1.6380 0.3895 Desviacion estandar 0.3363 0.3090 0.1556

na =Numero observado de alelos

ne = Numero efectivo de alelos [Kimura y Crow (1964)]

h =Indice de Diversidad genética [Nei (1973)]

El numero de loci Polimorficos es : 48

El Porcentaje de loci polimorficos es: 87.27%

El numero de alelos polimorficos se considera suficiente para caracterizar la

observados, namero de alelos
efectivos y el indice de
diversidad genética para cada
uno de los locus se refleja en el
Cuadro 4. Puesto que el
niimero total de loci
polimorficos  obtenidos con
estos tres marcadores es de 48
(en  promedio 16  por
marcador), en este estudio el
porcentaje de loci polimérficos
es de 87.27 por ciento (loci
polimorficos/total de loci).
Este nimero de loci

diversidad genética de la poblacion. Resultados similares reportan
Maccheroni et al. (2007), que con 53 loci provenientes de los
mismos marcadores fueron capaces de discriminar 1,205
variedades de distintas procedencias con al menos 2 diferencias
(alelos discriminativos). También You et al. (2013) utilizando 5
marcadores SSR diferentes, para caracterizar 105 variedades
usadas como progenitores, obtuvieron 88 loci polimoérficos
(promedio de 18 por marcador). En otros estudios se reporta el
uso de mayor niimero de marcadores, aunque menos informativos,
como el de Que et al. (2014) quienes obtuvieron 163 fragmentos
polimérficos en 20 marcadores SCoT (Start Codon Targeted
Polymorphism), con un promedio de 8 fragmentos por marcador,
o Perera et al. (2012) con 101 fragmentos de 15 marcadores SSR,
lo que da un promedio de 7 fragmentos por marcador.
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Cuadro 4. Resumen de la variacion genética para todos los loci, utilizando los iniciadores CV29, CV37 y
CV38 en una poblacion de 204 variedades de caiia de azicar

Alelo Locus CV29-1
Alelo 0

Alelo 1 1
Alelo Locus CV29-9
Alelo 0 0.7154
Alelo 1 0.2846
Alelo Locus CVv29-17
Alelo 0 0.7819
Alelo 1 0.2181
Alelo Locus Cv37-4
Alelo 0 0.7635
Alelo 1 0.2365
Alelo Locus CV37-12
Alelo 0 0.6458
Alelo 1 0.3542
Alelo Locus Cv38-1
Alelo 0 0
Alelo 1 1
Alelo Locus CvV38-9
Alelo 0 0.6531
Alelo 1 0.3469

CV29-2 CV29-3 Cv29-4 CV29-5 CV29-6 CV29-7 CV29-8
0.5333 0.3833 0.3442 0.5198 0.6041 0.6745
1 0.4667 0.6167 0.6558 0.4802 0.3959 0.3255
CV29-10 Cv29-11 CV29-12 CV29-13 CV29-14 CV29-15 CV29-16
0.7939 0.631 0.7999 0.7909 0.685 0.6119 0.6987
0.2061 0.369 0.2001 0.2091 0.315 0.3881 0.3013
CV29-18 CvV29-19 CV29-20 Cv29-21 Cv37-1 CVv37-2 CV37-3
0.7879 0.576 0 0.6119 0.7088 0.7478 0.7286
0.2121 0.424 1 0.3881 0.2912 0.2522 0.2714
CV37-5 CV37-6 Cv37-7 Cv37-8 Cv37-9 CV37-10 Cv37-11
0.671 0.3894 0.5962 0.735 0.7758 0.7819 0.8318
0.329 0.6106 0.4038 0.265 0.2242 0.2181 0.1682
CV37-13 CV37-14 CV37-15 CV37-16 CV37-17 CV37-18 Cv37-19
0.5922 0.8058 0.3155 0.5677 0.5962 0.6567 0
0.4078 0.1942 0.6845 0.4323 0.4038 0.3433 1
CV38-2 CV38-3 Cv38-4 CV38-5 CV38-6 CV38-7 Cv38-8
0 0 0.6234 0.6157 0.6119 0.5719 0.6196
1 1 0.3766 0.3843 0.3881 0.4281 0.3804
Cv38-10 Cv38-11 Cv38-12 Cv38-13 CV38-14 CV38-15
0.7879 0.4188 0.6884 0.5288 0.4964 0.6745
0.2121 0.5812 0.3116 0.4712 0.5036 0.3255

Los valores de PIC (Contenido
de Informacion Polimérfica) o
indice de Diversidad Genética
(Cuadro 4), abarcaron un rango
de 0.28-0.50 (promedio 0.37).
El marcador CV37 fue el mas
informativo de los tres con un
PIC promedio de 0.39, para
CV29 y CV38 se obtuvieron
promedios de 0.36 y 0.37,
respectivamente. Estos
marcadores fueron mas
informativos que los utilizados

por Perera et al. (2012) quienes utilizaron 15 marcadores SSR
diferentes a los nuestros en una poblacion de 36 variedades, cuyo
rango de PIC vari6 entre 0.18-0.32. Este rango indica que también
existe mayor diversidad genética en nuestra poblacion que en la
evaluada por You et al. (2013) en la que se obtuvo un indice de
diversidad genética promedio de 0.22 en 115 variedades y la
evaluada por Que et al. (2014) con 0.26 en 107 variedades.

A pesar de que los marcadores SSR se clasifican como
codominantes, debido a la naturaleza poliploide de la cafa de
azicar cada marcador fue calificado como dominante y
transformados a una matriz de 0 (ausencia) o 1 (presencia) para el
calculo de los coeficientes de similitud.



La  representacion de Ila
variabilidad obtenida utilizando
un andlisis de coordenadas
principales (Figura 2) muestra
una dispersion de las 204
variedades  analizadas,  sin
diferenciaciones claras, aunque
en su distribucion, es posible
observar que la mayoria de
variedades agrupa en la mitad
derecha del plano, mientras que
en la mitad izquierda las
variedades son menos y estan
mas dispersas.

En el trabajo realizado por Que
et al. (2014), se analizd la
diversidad genética de 107
variedades tomando 0.674 como

Figura 2.
coordenadas principales

valor arbitrario del coeficiente de similitud, con el cual definieron 6
grupos. En este trabajo, al tomar como referencia arbitraria 0.60
como coeficiente maximo de similitud, es posible distinguir 20
grupos de variedades, los cuales se muestran en los siguientes
dendrogramas (Figuras 3-7), elaborados con base en la matriz de
similitud generada mediante los célculos del coeficiente de Dice.

En la Figura 3 puede observarse que en el grupo I aparece
solamente la variedad Akoki, con un coeficiente de similitud de
0.52 respecto a los demas grupos, lo cual tiene sentido
considerando que es el tinico de los materiales que no es un hibrido
mejorado, sino un clon hawaiano de Saccharum officinarum
(Schenk et al., 2004). Los grupos II y III muestran entre ellos una
similitud de 0.58 y de 0.56 con los demas materiales. En el grupo II
encontramos la variedad guatemalteca CG99-099 y la argentina
NAS56-75. El grupo III quedé formado por las variedades CPO1-
2471 y CP02-1049 y una variedad de Puerto Rico (PR77-3031),
siendo las dos tultimas las que presentan mayor similitud.

Representacion grafica de la dispersién de las 204 variedades obtenida mediante analisis de
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Figura 3. Variedades que conforman los grupos I a Il y sus coeficientes de similitud
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En la Figura 4 se muestra que
en el grupo IV, junto con las
variedades CP también
agruparon las variedades L77-
40 (Luisiana, Estados Unidos),
B4744 de Barbados, SP71-6161
de Sao Paulo, Brasil, PR71-358
de Puerto Rico y algunas
variedades guatemaltecas,

4| 1 CPOL1941

Rl

CGO00-111, CGO03-240, CGO03-025. En este mismo grupo
encontramos dos variedades incluidas en duplicado CP72-2086 y
CP00-1607 con quienes tienen una similitud de 100 %, como se
esperaba. En el grupo V agruparon ocho variedades CP, entre ellas
CP91-2087 y CP92-1780 que mostraron el mayor coeficiente de
similitud entre todas (0.90), dos variedades de Barbados BJ5732 y
B73375, ademas de PR99-7 y cuatro variedades guatemaltecas, tres
de la serie CG03 y una CG98. En el grupo VI, tres variedades de
origen diverso, México, Colombia y Puerto Rico.
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Figura 4. Variedades que conforman los grupos IV a VI y sus coeficientes de similitud



El grupo VII es el mas
numeroso (Figuras 5 y 6),
agrupa 114 variedades, de ellas
93 CP, cinco variedades de
México (Mex), cuatro de
Guatemala, tres de Puerto Rico
(PR), cuatro de Brasil, siendo
tres de ellas Sao Paulo (SP79-
1287, SP70-4768 y SP81-3250)

y una Republica de Brasil (RB84-5210). También agrupan aqui las
variedades San Felipe, de origen desconocido, R570 de Reunidn,
Q124 de Australia, Co421 de India y POJ2878 de Indonesia, que es
una de las primeras variedades resultantes de la nobilizacion de
hibridos interespecificos y una de las mas utilizadas en los
programas de mejora genética en todo el mundo (Moore et al.,
2014). En este grupo encontramos también cinco variedades
duplicadas CP00-1071, CP00-1100 y CP00-2180, CP00-1570 y
CP73-1547.
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Figura S. Variedades que conforman el grupo VII y sus coeficientes de similitud
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Figura 6. Continuacion de las variedades que forman el grupo VII

La Figura 7 muestra los grupos
VIII a XX, formados cada uno
por un reducido numero de
variedades, siendo el X el
mayor, con 12 wvariedades,
cuatro de ellas guatemaltecas y

las demas de origen CP. Los grupos XIV, XVI, XVII, XIX y XX
formados cada uno por una sola variedad de origenes diversos,
CB40-35 (Brasil), BA11569 (Barbados), Mex79-431 (México),
CP75-1553 (Estados Unidos) y POJ2714 (Indonesia), siendo esta
ultima la que presenta la menor similitud con relacion a todas las
demas variedades analizadas (0.50).
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Figura 7. Variedades que conforman los grupos XI a XXII y sus coeficientes de similitud

Las 204 variedades analizadas
no agruparon separadamente de
acuerdo con los programas de
mejoramiento y seleccion de
donde proceden, lo que
probablemente se deba al
intercambio de variedades que
realizan y a su uso como
progenitores. Las 147
variedades  procedentes de
Canal Point (CP), Estados
Unidos se distribuyeron en 12
de 20 grupos, lo que indica que
a pesar de provenir del mismo
programa de cruzas, tienen alta
diversidad. Las variedades de
procedencia distinta a Canal
Point, Estados Unidos, también
quedaron distribuidas en los
diferentes grupos (15 de 20). El
analisis de coeficientes de
similitud muestra que en esta
poblacion de 204 variedades, si
se excluyen los coeficientes de
similitud igual a 1 entre las 7
variedades con duplicados, los

demas coeficientes varian entre 0.50-0.90 (0.50 para la variedad
POJ2714 con las demas variedades y 0.90 entre las variedades
CP91-2087 y CP92-1780). Nuestros resultados difieren de los
reportados por Perera et al. (2012) lo cual es esperable puesto que
analizaron 36 variedades, ninguna en comun con nuestro estudio.
Estos autores utilizaron 15 marcadores SSR también diferentes a
los nuestros, encontrando que todas formaron un solo grupo con
coeficientes de similitud entre 0.73 y 0.96. También difieren con
los resultados obtenidos por Pan ef al. (2007), quienes utilizando 21
marcadores SSR diferentes a los nuestros en 116 variedades de los
programas de mejoramiento de Luisiana, Estados Unidos (ninguna
incluida en nuestro estudio), encontraron que, con excepcion de tres
variedades, las restantes 113 agruparon con coeficientes de
similitud iguales o superiores a 0.7.

Por otro lado, You et al. (2013), analizaron la diversidad genética
en 115 variedades progenitoras originadas en programas de
mejoramiento de China, utilizando cinco marcadores SSR
diferentes a los nuestros, identificando tres grupos formados por 91
(79 %), siete (6 %) y 17 (15 %) variedades. En nuestro caso, el
grupo VII abarcé la mayor cantidad de materiales, con 114 de 204
(56 %).

En Guatemala, tres variedades CP ocupan el 63 por ciento del area

sembrada con cafia de azucar, CP72-2086, CP73-1547 y CP88-
1165. De acuerdo con nuestro analisis, estas variedades tienen
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coeficientes de similitud
menores a 0.60 y se ubicaron en
los grupos IV, V y VII, lo que
muestra su valor para uso en un
programa de cruzas. Algunas de
las variedades provenientes de

Canal Point como las
mencionadas, han mostrado
buena adaptacion y
rendimientos superiores. Las

primeras variedades con buena
adopcion resultantes del
mejoramiento en Guatemala,
también han tenido como
progenitores a variedades CP en
su mayoria, lo cual explica en
parte, la preferencia local por
utilizar progenitores de esta
procedencia.

De acuerdo con Moore et al.
(2014), es de esperar que la
diversidad genética sea baja en
las actuales poblaciones de
mejoramiento, si se considera
que las variedades modernas se
derivan esencialmente de entre
15-20 variedades nobilizadas,
las que a su vez nos conducen a
la base genética inicial
nobilizada en Java e India.
Aunque se han utilizado en el
marco de este trabajo tres
marcadores (CV29, CV37 y
CV38) que han resultado utiles
para un primer analisis de
diversidad genética en hibridos
de cafia de azucar, la poblacion
estudiada se estd analizando
actualmente con otros siete
marcadores moleculares lo cual
permitira definir mejor las
diferencias entre grupos.

La informacion obtenida sirve
para planificar cruzas entre
progenitores  distantes  que
tengan mayor probabilidad de
progenies con buena expresion
de heterosis, evitando al mismo
tiempo reducir la ya estrecha

base genética de la cafia de azlicar cultivada.
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