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Introduccién

La estructura genémica de los materiales
fitotécnicos de cafade azticares muycompleja, debido
a que los mismos provienen de hibridaciones
interespecificas e intergenéricas. Ademés estos mate-
riales muestran una serie de fenémenos a nivel
cromosomico como porejemplo elevado grado de ploidia,
anomalias meidticas, aneuploidia, mosaicismo
cromosomico y otros. Tradicionalmente la caracteriza-
cién del germoplasma en cafa de azdcar se realizaba
mediante evaluaciones fenotipicas, es decir en base a
observaciones de caracteres exteriores visibles. Las
determinaciones genéticas, basadas en el andlisis de
ADN resulta fundamental en situaciones en las que la
diferenciacién y/o identificacién fenotipica se vuelve
dificultosa. Los marcadores moleculares analizan direc-
tamente la informacién contenida en el ADN. Los mas
usados son: RFPL (Polimorfismo en la Longitud de
Fragmentos de Restriccién), AFLP (Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos Amplificados) y RAPD
(Polimorfismo de ADN Amplificado Arbitrariamente).

Los RAPDs fueron los primeros marcadores
basadosen PCR (ReacciénenCadenadela Polimerasa).
Entre sus caracteristicas se pueden distinguir:

-relativamente faciles de usar y econdmicos.

- répidos de generar.

-caracter dominante (no se puede identificar indi-

viduos heterocigotas)

-confiables cuando latécnica esta bien optimizada.

-baja repetibilidad entre laboratorios.

-serequieren muy pequefias cantidades de ADN,

Cuya secuencia no es necesario conocer previa-

mente.

En cafia de aztcar estos marcadores fueron

usados para detectar polimorfismos de manera rapiday
reproducible (Oropeza and De Garcia, 1997). También
se utilizaron para la determinacion de la diversidad
genéticaen 20 hibridos comerciales (HarveyandBotha,
1996) y entre miembros del complejo Saccharum para
analisis taxonémico en grupos estrechamente relacio-
nados (Harvey and Botha, 1996; Nair et al.,1999).

Sinembargolatécnicade RAPD convenciorial no
permite, en algunos casos, visualizar claramente
polimorfismos entre genotipos, particularmente cuando
setratade individuos muy emparentados. En el presen-
te trabajo se utilizé la técnica de RAPD, combinada con
la alta resolucién de la electroforesis en gel de
poliacritamida (Garcia et al., 2002), para diferenciar
genéticamente un clon promisorio de cafia de azticar de
su progenitor femenino.

Metodologia utilizada
Material vegetal

En el andlisis se incluyeron dos genotipos de la
Unidad Integrada para el Mejoramiento Genético de la
Cafiade Azdcar (UIMCA, EEAOC-INTA), el clon RA 96-
15ylavariedad comercial LCP 85-384, de reciente difusidn
eneldrea cafierade Tucumény frecuentemente utilizada
como progenitor en el programa de cruzamientos.

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo siguiendo la metodologia
descripta por Aljanabi et al., 1999. Se utilizé la porcién
més joven del meristema de brotes tiernos de aproxima-
damente 50 cm de altura. Este material fue congelado
y molido con nitrogeno liquido. Para la extraccion se
empleo aproximadamente 100 mg. de material molido
por cada muestra.
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La purezay concentracién del ADN se determi-
haron mediante electroforesis en geldeagarosa0,7%,
tefido con bromuro de etidio, comparando con un
standard apropiado (ADN lambda Hind 111). El gel se
visualiz6 en un transiluminador de luz Uv.
Amplificacién por RAPD:

Para la caracterizacion genotipica, se empleo la
técnica de RAPD combinada con electroforesis en
gelesde poliacrilamida (Garciaetal., 2002). EIADN fue
analizado con 15 cebadores de la Serie OPJ y OPF
(Operon Technologies serie J yF respectivamente).
Para un volumen total de reaccion de 201l se utilizaron:
20 ng de ADN molde, 0,2 1M de cebadores, 0,1mM de
diNucleétidos trifosfatos, 2 mM de Cloruro de Magnesio,
1,5unidadesde Taq polimerasay 2ilde 10x “buffer” Tagq.
Los geles fueron tefidos empleando el “Kit DNA Silver
Staining” de Promega.

Resultados Obtenidos

Laaltaresolucién de este procedimiento permiti¢
obtener perfiles caracteristicos para cada genotipo
(“Fingerprinting” o huellas “dactilares” del genoma),
Fig.1, y detectar seis (7) bandas polimérficas, especi-
ficasde cada variedad, utilizando solamente 5cebadores
(Tabla 1). Estosirvié paradiferenciaren formainequivo-
ca al clon RA 96-15, que se encuentra en una etapa
avanzada de seleccion clonal, de su progenitor femeni-
no, la variedad estadounidense LCP 85-384. Con este
procedimiento se logro, en un lapso breve de tiempo,
caracterizargenéticamente dos genotipos emparentados
Y con caracteristicas morfolégicas tan semejantes que
Nno permitian distinguirlos por los métodos tradicional-
mente utilizados. )

Conclusiones

El uso de Ia biotecnologia molecular, en este
€aso concreto el RAPD de Alta Resolucién permitid,
identificar en forma rapida y econémica genotipos que
eran fenotipicamente indistinguibles. Cabe destacar
que este trabajo constituye la primera incursién de las

RA LCP

OFF 14

OPF 3 OPF 16

técnicas moleculares en el Programa de Mejoramiento
de la EEAOC, como una valiosa herramienta para la
caracterizacién de materiales de cafia de az(car en
proceso de mejora genética.a

Tabla 1. Muestra los cebadores utilizados para la caracte-

rizaron genética; (+) indica presencia Y (-) ausencia de la
banda diferencial para cada genotipo.

CEBADORES RA 96-15 LCP 85-384
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Figura 1. Bandas diferenciales en geles de poliacrilamida. Las flechas indican las bandas presentes

en una variedad y ausentes en la otra.
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