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RESUMEN

Como parte del proceso de caracterizacion de germoplasma, se utilizd una metodologia basada en la
amplificacion de fragmentos de ADN por PCR, en diez variedades promisorias de cafia de azUcar, con

objetivo de determinar lapresenciade los alelos Bru |, G1 y M1. Se ha comprobado que € alelo Brul esta
altamente relacionado con la resistencia a esta enfermedad, causada por € hongo Puccinia melanocephala.
L os resultados mostraron que tres de las diez variedades evaluadas (33.33 %) son portadoras del alelo de
resistenciaa Royamarrén. Losaelos G1y M1, relacionados con la resistencia a Roya naranja, causada por
el hongo Puccinia kuehnii, se identificaron en dos de | as diez variedades (20 %). Ninguna de las variedades
mostro resistencia a ambas royas.

USE OF MOLECULAR MARKERSIN THE SEARCH FOR GENETIC RESISTANCE
TO BROWN AND ORANGE RUST IN SUGAR CANE VARIETIES 2018-2019

ABSTRACT

As part of the germplasm characterization process, a methodology based on the amplification of DNA
fragments by PCR was used in ten promising varieties of sugar cane, with the objective of determining the
presence of the Bru I, G1 and M1 alleles. The Brul allele has been found to be highly related to brown rust
resistance, a disease caused by the fungus Puccinia melanocephala. The results showed that three of the ten
varieties evaluated (33.33%) are carriers of the brown rust resistance allele. The G1 and M1 alleles, related
to resistance to orangerust, caused by the fungus Pucciniakuehnii, wereidentified in two of theten varieties
(20%). Neither variety showed resistance to both rusts.
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INTRODUCCION

La Roya marron es una enfermedad causada por € hongo Puccinia melanocephala Syd. & P.Syd. Esta
enfermedad se caracteriza por €l aparecimiento de lesiones alargadas y delgadas principalmente en los
apices de las hojas, dichas lesiones pueden desarrollar pustulas que al romper la epidermis liberan esporas
diseminando la enfermedad (Ovalle, W. 1997). Fue reportada por primera vez en la India por Patel et al.
(1950). Comstock (1992), reporto pérdidas en €l rendimiento de la variedad susceptible B4362 de hasta un
53 por ciento y en la variedad resistente CP70-1133 de 2.3 por ciento. Existen reportes de brotes de roya
marrén con importancia econémicaen Louisiana (Hoy 2005; Hoy y Hollier 2009) y Sudafrica (Cadet et al .,
2003) en variedades que se pensaba eran resistentes. En el caso de Guatemala, la variedad CG97-97 que
mostro ser resistente en los estados de evaluacion | alV, presenté infeccidn por Royamarrdn en las pruebas
semicomerciales (Ovalle et al., 2007). Debido a esto, |os programas de mejoramiento mantienen un interés
constante en obtener variedades resistentes a Roya marron. Los marcadores moleculares son una
herramienta importante en los procesos de fitomejoramiento, la seleccion asistida por marcadores permite
determinar con exactitud la presencia de genes de interés en el proceso de seleccion de padres para los
cruzamientos o en los procesos de seleccion en la progenie. La seleccion asistida puede presentar una serie
delimitantes debido alacomplejidad del genoma de la cafa de aztcar por su origen interespecifico (D’Hont
et al. 1996), sin embargo Daugrois et al. (1996) identificaron €l gen Bru | que controla la esporulacién de
P. melanocephala en las hojas de lavariedad R570 y desde entonces dicho gen hasido el centro de desarrollo
de un mapa genético de alta resolucion y un mapa fisico parcial con muchos marcadores moleculares
asociados a dicho gen (Asnaghi et al.,2000). En CENGICANA Maldonado et al. (2006) reportan la
utilizacion de marcadores de tipo AFLP del mismo mapa fisico parcia para detectar Roya marrén y
caracterizar un grupo de 10 variedades de cafia de azUicar. Posteriormente Molina, et al., (2013) reportan un
analisis comparativo entre una caracterizacion fenotipicay €l marcador R12H16 para laincidenciade Roya
marrén en cafa de azucar.

La Roya naranja (Puccinia kuehnii E.J. Butler) fue reportada en el hemisferio oriental, en las islas del
Pacifico sur, Nueva Guinea, Fiji, Malasia, Australia, entre otros, a partir del afio 1890; y solo hasta 2007 se
registré en el continente americano en el estado de la Florida, Estados Unidos. De ahi se expandi6 hacia
Centroamérica, pasando por paises como México, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama
y Cuba, durante 2007 y 2008 (Ordofiez, Angel y Victoria, 2010). Las pérdidas econémicas ocasionadas por
la Roya naranja en una sola temporada de cultivo, se han estimado en 40 millones de ddlares en Floriday
117 millones en Australia (Dixon et al., 2010). En Guatemala, la Roya naranja se report6 por primera vez
en septiembre de 2007, en un campo comercial sembrado con lavariedad CP72-2086 (Ovalle et al., 2008).
El plan de mangjo para esa enfermedad incluye principalmente, el desarrollo de variedades resistentes y
reemplazo de las variedades susceptibles. La identificacion de variedades resistentes puede facilitarse
mediante €l uso de marcadores moleculares. En 2018, Y ang et al. desarrollaron |os marcadores moleculares
G1ly M1 basados en PCR, los cuales mostraron asociacion con laresistencia a roya naranja.

El siguiente trabagjo describe el proceso de deteccion de los aelos Bru |, G1 y M1 en 10 variedades
promisorias de cafia de azlicar y cinco variedades control.

METODOLOGIA
Lasplantasdelasvariedadesincluidas en este trabajo provinieron del ensayo de maduracion natura (Cuadro
1). Cinco plantas por cada variedad, fueron obtenidas mediante la siembra de segmentos de tallo con una

yema, en bandejas con sustrato peat-moss (Figura 1). Al hacer la poda de las plantas, algunos de los
fragmentos de hoja cortados se utilizaron como muestra compuesta de cada variedad.
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Cuadro 1. Listado de variedades evaluadasy sus progenitor es.

Variedad Progenitor femenino Progenitor masculino

CG11-6258 Mex79-431 PR68-3120

CG12-130 CP89-2143 5P91-2074

CG12-123 CP91-1696 CP70-1133

CG11-079185 CG97-97 SP79-2233/CP72-2086/CC85-92
CG12-324003 CG96-01 B7306

CG12-108 CP81-1384 CP88-1165

CG12-116 CCE5-63 CC84-75/CB38-22/B4362/Akoki
CG12-318018 CP73-1547 SP79-2233

CP08-1842 Introducida

CP08-2298 Introducida

Figura 1. Plantas de variedades promisorias sembradas en bandeja

El proceso de aislamiento de ADN se baso en el protocolo de CIMMY T (2005) para aislamiento de ADN a
pegueia escala (pagina 9). Se tomaron 150mg de material vegetal y se maceraron con nitrégeno liquido, la
lisis se llevd a cabo con un bufer CTAB (CetyltrimethylammoniumBromide) a 65°C incubado por 30
minutos, luego se realizaron dos lavados con cloroformo:isopentanol (24:1) se mezcl6 y se centrifugd a
13,000rpm por 10 minutos, se eliminé el ARN con ARNasa (10mg/ml) incubando las muestras a 37°C
durante 30 minutos, a terminar se precipité el ADN con isopropanol frio y acetato de amonio, €l pellet se
lavé con acohoal etilico a 70 por ciento y se dejé secar sobre la mesa, una vez seco se resuspendio en agua
ultrapura para almacenarse a4°C.

En laPCR, €l volumen total de lareaccion fue de 12 . Para dichareaccion se utilizaron 10 pl de Go Taq

Green Master Mixmaster (Promega), 0.5 pl de cada iniciador (10 pM) y 1 il de ADN (200 ng/pl). Las
secuencias de los iniciadores se muestran en €l Cuadro 2. La electroforesis de los fragmentos amplificados
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sellevé acabo en un gel de agarosaal 1.5% con 0.025 % v/v de Nancy-520 (Sigma) paratincion ddl gd y
se corri6 a 90 voltios durante 45 minutos. La visualizacion serealiz6 en un transiluminador de luz UV.

Cuadro No. 2. Secuenciasdelosiniciadores para amplificar Brul, G1y M1.

Marcador Secuencia Forward (5°-3") Secuencia Reverse (3°-37)
Brul CTA CGATGA AACTACACCCTT GTC |CTT ATGTTA GCG TGA CCT ATG GTC
Gl ACCATG GAAATC CATACGTC GGC CAA CACTTA GGC CAATA
M1 GCG GGT TAT ACT GAG GATCAA G GAC GGC CTC CAA TTT CCA AC

RESULTADOSY DISCUSION

El marcador Brul se encontré en tres de diez variedades (33.33 %), siendo CG12-130, CG12-123 y CP08-
1842, ademas de la variedad control CP72-2086 como se muestra en la Figura 2. Comparativamente, esta
relacién es similar ala que encontraron Molina, et al. (2019) en una evaluacion de variedades promisorias,
en laque solamente tres de nueve variedades (33 %) portaban el marcador. En colecciones de germoplasma,
una relacion también similar, 32 por ciento en 485 variedades evaluadas fue reportada por Glynn, et al.
(2012), y Molina, et al. (2013) también reportan la presencia del marcador R12H16 en igual frecuencia
(32.5% de 80 variedades evaluadas).
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Figura 2. Resultado de la electroforesis en gel de agar osa que muestra la amplificacio eloBrulenlas

muestras 2, 3, 11y 14.

Otros estudios reportan porcentajes alin méas bajos en colecciones de variedades elite como Racedo et al.
(2013) en Argentina, donde Unicamente siete por ciento de 190 variedades evaluadas mostro la presencia
del gen Bru | y Parco et al. (2014) en Louisiana en donde Unicamente 4.3 por ciento de 117 variedades
evaluadas dieron positivo paraBru |.

Como se ha establecido anteriormente, la ausencia del marcador Bru | no implica susceptibilidad a Roya
marron en la variedad. La resistencia a Roya marron en una variedad carente de este marcador
probablemente se deba a la accidn de otros genes de resistencia, como por gjemplo el Bru |l (Raboin et al.,
2006).

El marcador G1 seidentifico en cinco delas diez variedades eval uadas (50 %), siendo CG11-079185, CG12-
324003, CG12-116, CG12-318018 y CP08-2298, ademés de la variedad control P33-11, como se muestra
en la Figura 3. Resultados similares se obtuvieron el afio anterior, en e cua se encontro el marcador en
cinco de nueve variedades (56 %). En ese trabajo se identifico la variedad SP79-2233 como resistente de
acuerdo con €l marcador G1, cuando ha mostrado susceptibilidad en campo. Para aumentar la precision, en
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e presente estudio se incluyé € marcador M1, también ligado con la resistencia a Roya naranja 'y se
identificO una variedad como resistente a esta enfermedad, cuando mostré la presencia de ambos
marcadores.
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Figura 3. Resultado de la electroforesis en gel de agar osa que muestra la amplificacién del alelo G1, indicando
resistencia en lasmuestras 4, 6, 8, 12, 13y 15.

EnlaFigura4 se muestran losresultados del marcador M 1, enlos que se observaque cuatro de 10 variedades
(40 %) presentan el marcador, siendo CG11-6258, CG12-324003, CG12-108 y CG12-318018.
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Figura 4. Resultado dela electroforesis en gel de agarosa que muestra la amplificacion del alelo M1, indicando
resistenciaen lasmuestras1, 5,6, 7, 9y 13.

CONCLUSIONES

Mediante el uso del marcador R12H16 que muestra el alelo de resistenciaa Royamaronen el gen Bru |, se
encontrd que el 33.3 por ciento (3 de 10) de las variedades analizadas en €l presente trabagjo, portan € aelo
deresistencia. Estas variedades son: CG12-130, CG12-123 y CP08-1842.

El uso del marcador G1 indico resistencia a Roya naranja en el 50 por ciento de las variedades (5 de 10),
siendo estas; CG11-079185, CG12-324003, CG12-116, CG12-318018 y CP08-2298.

El uso del marcador M1 indicé resistencia a Roya naranja en cuarto de diez variedades, siendo estas CG11-
6258, CG12-324003, CG12-108 y CG12-318018.
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Las variedades CG12-324003 y CG12-318018 se identificaron como resistentes a Roya naranja debido a
que fueron positivas paralos marcadores G1 y M1. No se consideraron como resistentes aquellas que solo
mostraron uno de los dos marcadores.

Ninguna de las variedades evaluadas mostré resistencia para ambas royas.
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