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1. INTRODUCCION

El sector azucarero ha tenido un impacto importante en el desarrollo socio -
econémico del pais y de la region, .esta conformado por trece ingenios
azucareros, mas de 1.500 agricultores, mas de cuarenta empresas de alimentos y
bebidas, once productores de alcohol y licores, dos co - generadores de energia,
un productor de papel, una industria sucro-quimica y una gran cantidad de

proveedores de bienes y servicios que el gremio demanda (Asocafia 2001-2002).

En el aflo 2008 el sector generd cerca de 36.000 empleos directos y 216.000
indirectos; a nivel economico el valor de la produccion de azucar y alcohol en ese
mismo afo fué de 1.100 millones de dolares (calculado con el promedio del délar
de ese afno), de los cuales cerca de 200 millones provinieron de las exportaciones
de azlcar hacia Chile, Peru, Estados Unidos, Haiti entre otros; estos ingresos
permitieron hacer aportes a la economia nacional representados en 1% del PIB
total, 3% del PIB Industrial y el 4% del PIB Agricola, mientras que para la region,
éstas cifras correspondieron al 6%, 12% y 47%, respectivamente
(http://www.asocana.com.co/publico/historia.aspx consultada el 1 de Marzo de

2009).

El gremio azucarero se ha desarrollado principalmente en el valle del rio Cauca,

de las 406.000 hectareas que comprende el valle, cerca de 205.664 hectareas



estan dedicadas al cultivo de la cafia de azucar, el area sembrada se distribuye
en los departamentos de Cauca, Caldas, Risaralda y Valle del Cauca (Quintero.,
et al. 2008); las condiciones agro — climaticas de estas regiones han permitido
cosecha y molienda de cafia de azUcar durante todo el afio, lo que ha posibilitado
la especializacion en este cultivo, obteniéndose una de las més altas
productividades en el mundo. (http://www.asocana.com.co/publico/historia.aspx

consultada el 1 de Marzo de 2009)

Para desarrollar unidades productivas empresariales que estén avanzando hacia
una agricultura cada vez mas moderna en busca de la maxima eficiencia del
cultivo, se ha hecho necesario el uso de nuevas tecnologias en el desarrollo de
variedades de cafia mas productivas que tengan en cuenta las condiciones

propias del terreno.

(http://www.agrocadenas.gov.co/azucar/documentos/caracterizacion_azucar.pdf.

consultado el 1 de Marzo de 2009).

La generacion de variedades se ha realizado durante afios, siguiendo un proceso

ciclico que comprende tres pasos (Semagn et al., 2006c¢):



1. Reunir los recursos de diversidad genética necesarios para el proceso de
mejoramiento a partir de recursos adaptados o exoticos y realizar
recombinaciones para generar nuevas combinaciones geénicas.

2. Seleccién y evaluacion para identificar recombinantes superiores, lo que
incluye el tiempo de seleccién (generacion tardia o generacién temprana),
seleccibn del ambiente (favorable y estrés), el nimero de afos y
localizacion del estudio.

3. Liberacion, distribucién y comercializacion de los nuevos cultivares.

Las principales limitaciones en este proceso de mejoramiento son:

1. El nimero de generaciones y el largo tiempo necesario para alcanzar el
objetivo de introgresion.
2. La transferencia simultanea de otros genes flanqueantes del gen de interés

a partir del parental donador.

Para la solucion de estas limitaciones se ha desarrollado una herramienta que
asiste al fitomejorador en la toma de decisiones, conocida como Seleccion
Asistida por Marcadores (MAS, Marker Assisted Selection) (Semagn et al.,
2006c¢).

En la seleccion asistida por marcadores, el uso de los marcadores moleculares
reduce los problemas convencionales en el mejoramiento de plantas tradicional;

se usa la informacién obtenida del marcador molecular como guia para



seleccionar los individuos a utilizar dentro del programa de mejoramiento como
parentales o variedades élite, con esto es posible disminuir el tiempo de los ciclos

y aumentar la eficiencia del proceso (Semagn et al., 2006c¢).

Implementar la seleccion asistida por marcadores dentro de los programas de
mejoramiento implica dar un primer paso y este es el desarrollo de mapas
genéticos con marcadores moleculares para realizar andlisis de QTL (quantitative
trait loci 6 loci de caracteristicas cuantitativas) con el fin de identificar
asociaciones de los marcadores analizados con las caracteristicas de importancia

agronomica para la produccion.

En el presente trabajo se realizO una aproximacion al mapa genético de las
variedades de cafia de azucar (Saccharum spp) para las variedades colombianas
utilizando marcadores moleculares microsatélites incluidos dentro de un analisis
de QTL.

Este estudio es la primera aproximacion genomica que se realiza para las
variedades de cafia de azucar colombianas, aporta informacion preliminar que
contribuye con la aplicacion a futuro de la seleccion asistida por marcadores en
los programas de mejoramiento colombianos para el desarrollo de nuevas
variedades de cafia de azUcar que satisfagan las necesidades productivas del

sector.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la cafia de azucar

El sector azucarero es considerado como una de las agroindustrias mas
importantes en el pais por sus significativos aportes en materia econémica y
social.

El azacar utilizada como materia prima dentro del sector, proviene casi

exclusivamente de la cafia de azucar (Saccharum spp.).

2.2 Morfologia

La apariencia de la cafia de azucar en general es muy similar a la apariencia de
otras gramineas, su habito de crecimiento se caracteriza por un agrupamiento de
tallos solidos formando cepas (figura 1). Un tallo normal de cafia esta formado por
varios nudos, donde se localiza la yema, y un entrenudo. El nimero, diametro,

color y habito de crecimiento del tallo dependen principalmente de las variedades.

El tamafio o longitud de los tallos depende, en gran parte, de las condiciones agro
ecoldgicas de la zona donde crece y del manejo que se le de a la variedad, sin
embargo, en promedio un individuo maduro puede medir de 1.5 a 3 metros de

altura y tener un diametro de 2.5 a 7.5 cm. (Kole, 2007; CENICANA, 1995).



Figura 1. Imagen de la cafia de azucar mostrando su morfologia, se observa la
flor y su inflorescencia, la morfologia de la hoja y el tallo.

Las hojas de la cafia de azucar se originan en los nudos y se distribuyen en
posiciones alternas a lo largo del tallo a medida que éste crece. Cada hoja esta
formada por la lamina foliar y por la vaina. La union entre estas dos partes se
denomina ligula y en cada extremo de ésta existe una auricula con pubescencia
variable. La forma y el color de la ligula, asi como la forma de la auricula, son
caracteristicas importantes en la diferenciacién de las variedades de la cafa de

azucar. (CENICANA, 1995).

La cafia de azucar presenta dos fases de desarrollo. La vegetativa, originada por
la division celular en los puntos de crecimiento; y la reproductiva o de floracion,

gue ocurre cuando las condiciones ambientales de foto periodo, temperatura,



disponibilidad de agua y nivel de nutrimentos en el suelo son favorables

(CENICANA, 1995).

La inflorescencia de la cafia de azlcar es una panicula sedosa en forma de
espiga. Esta constituida por un eje principal con articulaciones en las cuales se
insertan las espiguillas, una frente de la otra; éstas contienen una flor
hermafrodita con tres anteras y un ovario con dos estigmas. Cada flor esta
rodeada de pubescencias largas dando a la inflorescencia un aspecto sedoso. En
cada ovario hay un owvulo el cual, una vez fertilizado, da origen al fruto o
cariopside. Por lo tanto lo que comunmente se conoce como semilla es una
cariopside. El fruto es de forma ovalada de 0.5 mm. de ancho y 1.5 mm. de largo,

aproximadamente (CENICANA, 1995).

Las exigencias de humedad y variacion de temperatura para obtener los maximos
niveles de sacarosa han llevado a que en la mayor parte de las regiones
azucareras del mundo, con excepcion del valle del Cauca, Hawai y Pera la
cosecha de cafa se realice Unicamente durante una época del afio, conocida

como zafra.

A diferencia de lo que sucede en los paises no tropicales, en los paises tropicales
la cafia de azucar puede ser cultivada todo el afio, y por lo tanto puede crecer

continuamente hasta la cosecha (Kole, 2007).



2.3 TaxonGmica citogenéticay gendémica.

La cafa de azUcar esta clasificada taxondmicamente asi:

Familia: Poaceae

Sub- Familia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Sub- Tribu: Saccharastrae

Género: Saccharum

En la clasificacion original de Linneo se encuentran seis especies dentro del
género Saccharum: S. officinarum conocida como la cafa noble, S. spontaneum,
S. robustum, S. edule, especies silvestres, S. barberi, y S. sinensi conocidos

como hibridos antiguos. (Mukherjee, 1957, Kole, 2007).

Cuatro géneros estan estrechamente relacionados con las seis especies de
Saccharum: Erianthus, Miscanthus, Narenga, y Sclerostachya, probablemente
estos géneros han contribuido al origen genético de la cafia de azucar, por esta
razon los cuatro géneros y las seis especies hacen parte de lo que actualmente
se conoce como complejo Saccharum. (Mukherjee, 1957, Kole, 2007, Jannoo et

al., 1999).

En general, el complejo Saccharum se caracteriza por tener alto nivel de ploidia

(individuos con méas de dos dotaciones cromosomicas basicas) y aneuploidia



(pérdida o ganancia de uno o m4s cromosomas pero no la dotacion cromosémica

completa) (Grivet & Arruda. 2001).

En particular el género Saccharum, puede ser visto como un complejo cuya
diversidad genética esté relacionada con diferentes niveles de ploidia causados
por hibridaciones inter especificas o inter genéricas (Tabla 1) (Jannoo et al.,

1999).

Tabla 1 Caracteristicas generales de los miembros del género Saccharum, se
muestran los niveles de ploidia y aneuploidia. Tomado de: Buzacott 1965 &

Daniela et al., 1987 citado por Kole. 2007.

. e Numero de
Especies Clasificacion
cromosomas
S. barberi Hibrido antiguo  2n=11-120
2n=60-80 con
S. edule especie silvestre formas
aneuploides
S. officinarum  Cafia noble 2n=80
S. robustum especie silvestre 2n= 60 — 200
S. sinensi Hibrido antiguo  2n=80-140
S. spontaneum especie silvestre 2n=40-128

Hasta finales del siglo XIX, S. officinarum, S. barberi y S. sinense hicieron parte
de los cultivares comerciales, pero la necesidad de obtener especies resistentes a
diversas enfermedades, el aumentar los niveles de producciéon de azucar y el
descubrimiento de la fertilidad sexual en los hibridos, llevé a los mejoradores de

Java e India a realizar los primeros hibridos interespecificos, donde se
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involucraron especialmente S. officinarum, S. spontaneum y S. barberi (Grivet &

Arruda, 2001).

A partir de repetidos retrocruzamientos de hibridos con S. officinarum se
obtuvieron individuos que recuperaron su alta produccién de azucar y resistencia
a enfermedades. Durante este proceso conocido como nobilizacién, S. officinarum
usado como parental hembra transfiri6 su dotacion somética (2n) a la Fi del
primer retrocruzamiento. La fusion de nucleos o endoduplicacion en la meiosis |l
ha sido sugerida por Bath y Gill (1985), como explicacion para esta atipica
transmision; por su parte S. spontaneum transfirio su numero haploide (n). A partir
del segundo retrocruzamiento la transmision de cromosomas fue normal (Jannoo
et al., 1999); por lo tanto las variedades comerciales actuales son el producto de
la nobilizacion y posteriores cruzamientos interespecificos, seguidos de sucesivos

procesos de seleccion.

A partir de los procesos mencionados anteriormente, en Colombia se tienen
variedades como ICA 69 -11 proveniente del cruzamiento de la variedad D 200/36
(madre) con Co 775 (padre) y MZC 74-275 originada a partir del cruzamiento de
las variedades POJ 2878 (madre) y CP 57-603 (padre). La variedad MZC 74-275
es alta productora de sacarosa, se encuentra actualmente en 0.9% del area total
sembrada en cafia de aztcar (CENICANA), mientras que la variedad ICA 69 -11

tiene baja produccion de azucar y actualmente no esta sembrada en el pais, estas
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variedades fueron seleccionadas en el presente estudio como parentales para

producir la poblacién de mapeo por su diferencia en la produccion de sacarosa.

Se estima a partir de estudios gendmicos y citogenéticas desarrollados en el
cultivar francés R570, que las variedades actuales de cafia de azlcar se
caracterizan por un alto nimero de cromosomas (2n=100-130) donde el 70 - 80%
son aportados por S. officinarum, el 10 — 20% por S. spontaneum y el 10% son
recombinantes de las dos especies (Figura 2) (D"Hont et al., 1996), es importante

resaltar que si bien existe recombinacion, ocurre en una baja proporcion.

Cromosormas

1-13
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26 - 37
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 e— | — | S— —

e | e | —" | —  —
| e— | E— — — —
e/

o f o | — — | —  — — o— o—  —

52 -B2

B3-73

74-82

83-93

94 - 102

103-115

 — | — | — | E— | —
e Y e | — | o— | —
 — [ —  — | —  —
 — | — | — | E—  —

Figura 2. Organizacion esquematica del genoma del cultivar Francés R570 de
cafia de azucar, cada barra representa un cromosoma; las regiones en amarillo
representan las regiones originadas a partir de S. officinarum y las barras verdes
las que se originaron de S. spontaneum. Los cromosomas alineados en la misma
fila son homdlogos. Tomado de: Grivet y Arruda. 2001
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El tamafio gendémico estimado para el cultivar Francés R570 (2n=115) es de
10.000 Mpb; para S. officinarum se estima una tamafia genémico de 930 Mpb, y
para S. spontaneum de 750 Mpb, esto indica que el genoma de esta variedad de
cafia de azucar es significativamente mas grande que el de sus parentales y las
especies de gramineas relacionadas, tales como arroz (860 Mpb, 2n=24), sorgo
(1600 Mb, 2n=20) o maiz (5500 Mb, 2n=20), esta informacién da evidencia del
alto nivel de ploidia de los cultivares de cafia de azucar (Grivet & Arruda, 2001 ;

D" Hont & Glazmann, 2001 citados por Kole, 2007);

Por su alto nivel de ploidia, aneuploidia, origen biespecifico de los cromosomas,
la existencia de diferencias estructurales entre cromosomas de las dos especies y
los procesos de recombinacion inter especifica ocurridos durante el mejoramiento
de la cafa de azucar, esta puede catalogarse como una de las estructuras
gendmicas mas complejas en las plantas de importancia agronémica (Grivet &

Arruda, 2001; D'Hont et al., 1996).

2.3 Marcadores Moleculares

Se define como marcador molecular a todo segmento especifico de ADN (Ferreira
y Grattapaglia, 1998; Semagn et al., 2006a) que permite detectar diferencias entre
individuos en el genoma, generalmente ellos no son genes blanco, pero si pueden

encontrarse cerca o pueden estar ligados a genes de interés, actuando de esta



13

manera como “sefias” 0 “marcas” dentro del genoma (Jones et al., 1997; Collard

et al., 2005).

Cuando a un marcador molecular se le verifica un comportamiento de acuerdo

con las leyes béasicas de la herencia Mendeliana se define como marcador

genético (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Los marcadores moleculares han “evolucionando” paulatinamente muy de la

mano con las necesidades y desafios que constantemente se presentan en la

investigacion, la figura 3 muestra la historia del sistema de marcadores genéticos

existente y los que se esperan a futuro.

Era Tiempo Marcadores andnimos Marcadores con secuencia conacida
' - Catdlogo completo de
Ciber genética / proteinas
Rebotica A
Computadores F Secuencias de ADN completas Secuencias de ADN completas con
1906 —— gin funcidn conocida ] funcidn conocida
1990 AFLPs — R Secuenciasy marcadores cDMNA
PCR N Microsatélite  —f—— (ESTs)
1986 —— SCARS  «— RAPDs W Secuencias de PCR especificas (STS)
Fragmentos
Pre - FCR 1980 —49— Genes clonados como genémicos clonados
sondas (RFLFs) como sondas (RFLP,
Microzatelites)
Pre- DA 1970 —— Aloenzimas
1960 ——

Inicios de la genética

1865

Citologicos

Marfologica

Figura 3 Arbol de la evolucién de los marcadores moleculares basado en el
original realizado por el Dr. David O"Melley de la universidad de Carolina del
Norte. Tomado de: Hui, 1998.
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2.3.1 Tipos de marcadores moleculares

En la actualidad existen tres tipos de marcadores moleculares, morfoldgicos,

bioquimicos y de ADN (Collard et al., 2005).

Inicialmente los marcadores moleculares usados para el andlisis y mejoramiento
genético fueron los marcadores morfolégicos, son caracteristicas fenotipicas de
facil identificacion visual como enanismo, deficiencia clorofilica, color de pétalos o
morfologia foliar que son producto de la expresion de un solo gen, (Ferreira y
Grattapaglia, 1998). Por lo tanto al hacer la observacion de la caracteristica
fenotipica se estaba observando el gen con sus variantes alélicas determinadas y

Su segregacion en la poblacion de estudio.

Los marcadores morfoldogicos no son muy numerosos entre individuos de la
misma especie, adicionalmente el mayor nimero de marcadores de este tipo son
disponibles solo para algunas plantas modelo, siendo una limitante para su uso en
otras especies de las que no se tiene informacién a este nivel. Por esta razon se
desarrollaron otro tipo de marcadores conocidos como marcadores bioquimicos o
isoenzimaticos, basados en las diferencias encontradas en las formas

moleculares de la misma enzima (isoenzimas) (Ferreira y Grattapaglia, 1998).
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Las isoenzimas cumplen la misma funcion catalitica pero difieren en su estructura
molecular, estas diferencias en su estructura son las que se emplean como

marcadores entre individuos (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Las dificultades con estas técnicas estan relacionadas con el hecho de que el
analisis es a nivel del producto de la expresion del gen determinado y no
directamente en el segmento de ADN usado como marcador, lo que introduce un
grado de incertidumbre mayor debido a que el producto de la expresion del gen,
en estos casos las caracteristicas fenotipicas observadas (marcadores
moleculares) y las diferentes estructuras moleculares de las isoenzimas
(marcadores bioquimicos), pueden ser afectadas por variables externas, como
interacciones epigenéticas 6 modificaciones postranscripcionales, entre otras,
pudiéndose presentar casos donde sean evidentes las diferencias, pero que estas
no sean dadas directamente por diferencias a nivel genético, sino por procesos

posteriores a la expresion del gen.

2.3.1.1 Marcadores moleculares basados en la secuencia del ADN

Con la ayuda de las nuevas herramientas de la biologia molecular, principalmente
el descubrimiento de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) por Kary
Mullis en 1983 (Segman et al., 2006a), se fueron desarrollando nuevos
marcadores moleculares, basados esta vez en el andlisis directo de la secuencia

de ADN.
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Esta nueva clase de marcadores basados en la secuencia del ADN son
selectivamente neutros, es decir, a pesar de que generalmente se encuentran en
regiones no codificantes, cuando se ubican en regiones que si codifican, el
producto fenotipico obtenido por la expresion de secuencias que han sido
modificadas por procesos como mutaciones, translocaciones, deleciones, entre
otras, (modificaciones responsables de las diferencias entre individuos) no son
afectadas por el ambiente ni por estados de desarrollo de la planta, esta
caracteristica permite tener informacion a nivel genémico mas objetiva, al haber la
certeza de que dicha informacion no es afectada por variables o procesos

externos.

En cafia de azucar los marcadores que se han empleado para desarrollar mapas
genéticos han sido principalmente los RFLP, RAPD, AFLP, AP-PCR, SSR y EST-
SSR (Grivet et al., 1996; Da Silva et al., 1995; Al-Janabi et al., 1993; Hoarau et al.,
2001; Aitken et al., 2005; Oliveira et al., 2007, Singh et al., 2006, Garcia et al.,

2006).

Segun Chambers and MacAvoy (2000) (citado por Semagn et al., 2006a) los
microsatélites también conocidos como secuencias simples repetidas (SSR,
Simple Sequence Repeat) son, pequefias secuencias repetidas (secuencias
motivo) de 2 - 6 pb (pares de base) flanqueadas por secuencias altamente

conservadas (figura 4).
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Los microsatélites tienen un alto nivel de variacion en muchas especies de
animales y plantas. La forma comun de estas repeticiones es de dos nucledtidos
(di - nucleétidos), como (CA)n:(GT)n, (GA)R:(CT)n, (CG)n:i(GC)n y (AT)n:(TA), donde
n es el numero de repeticiones. Los microsatélites con tres y cuatro nucleétidos
(tri- y tetranucleotidos, respectivamente), también son encontrados pero en menor

frecuencia (Hui, 1998).

La principal causa del polimorfismo en los microsatélites se debe a un tipo de
mutacion denominada “slipped-strand mispairing” este proceso de mutacion
ocurre durante la replicacion, involucra la denaturacion y el desplazamiento de las
cadenas de ADN, dando como resultado un mal apareamiento de las bases
complementarias, de esta manera se aumenta o disminuye el nimero de las
secuencias repetidas, siendo esta la base del polimorfismo entre individuos

(Levinson and Gutman, 1987; citado por Segman et al., 2006a).

Gracias a que los motivos repetidos del microsatélite son flanqueados por
secuencias conservadas, es posible disefar iniciadores complementarios a dichas
secuencias, con el fin de amplificar por medio de PCR el fragmento flanqueante y
el marcador, de acuerdo a lo anterior el polimorfismo en los microsatélites es
detectado al amplificar la regién que contiene las secuencias repetidas, de esta
manera cada microsatélite independiente del elemento repetido constituye un
locus genético altamente variable y multialélico; cada segmento amplificado de

tamafo diferente representa un alelo del mismo locus; estos fragmentos son
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separados en geles de poliacrilamida o agarosa especial de alta resolucion,
permitiendo separar fragmentos que difieren en pocas pares de bases; las bandas
son visualizadas directamente por coloracion con nitrato de plata (AgNO3),
bromuro de etidio, a través de autorradiografia o sistemas de deteccion
fluorescente, utilizando iniciadores marcados con radioisotopos o0 moléculas

fluorescentes en la PCR (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Locus "A" individuo 1 individue 2
( 6C repeticion ) ' T Locus "A"
AIGID AE B Imn O, SR .E! O AIGID A3
Alelo A2 == §E58 s T s, Alelo A4
bt ' }
' ' | \ Locus "B"
Alelo B2 wmsss 5GCT AGCT AGCT AGCT AGCT = Alelo B3
Alelo B2 s AGCT AGCT s wemsss AGCT AGCT | e Alelo B2
Locus "B" ! ] f ! }
{ AGCT repeticion) ¥ %
Ad s
A3 o
- AT
B3
B2 B2
individua 1 individuo 2

Figura 4. Se muestra el polimorfismo del microsatélite en la secuencia y como es
detectado con electroforesis. Tomado de: Griffiths et al., 1999.

Los microsatélites han ganado especial importancia por sus diferentes atributos
genéticos como hipervariabilidad, amplia distribucibn gendmica, herencia

codominante (permite visualizar los genotipos heterocigotos), reproducibilidad,
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naturaleza multialélica y localizacion especifica en el cromosoma, aunque en cafa
de azucar ellos podrian estar en diferentes cromosomas debido al alto nivel de

ploidia.

En cafia de azucar el ISMC (International sugarcane Microsatellite Consortium)
desarroll6 cerca de 200 marcadores microsatélites, Parida et al., (2009),
generaron 1,315 marcadores con un nivel de polimorfismo detectado entre

especies, géenero y variedades de cafa de azucar de 88.6%.

Otro marcador que también ha cobrado gran importancia en mapeo genético de
plantas son los derivados a partir de los ESTs, estos representan porciones de
genes expresados en un estado de desarrollo determinado, inicialmente fueron
creados para identificar genes transcritos, pero han sido utilizados en el
descubrimiento de genes, en la obtencion de datos en expresion de genes y
regulacion, determinacion de secuencias, y en el desarrollo de marcadores
moleculares altamente informativos como EST - RFLP, que han sido ampliamente
usados en la elaboracibn de mapas de ligamiento genético de alta densidad,
(Harushima et al., 1998; Davis et al., 1999, citado por semagn et al., 2006a) y

mapas fisicos (Kurata et al., 1997, citado por semagn et al., 2006a).

En cafla de azucar el proyecto SUCEST dearrollado por el grupo de Brasil
involucré trabajo conjunto de 24 laboratorios de secuenciacion, un laboratorio

bioinformatico, un laboratorio coordinador, 50 grupos encargados de la busqueda
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de datos, y un grupo de relaciones internacionales, desarrollaron 291,904
secuencias a partir de 260,352 clones de 37 librerias diferentes (Telles et al.,

2001).

A partir de estas librerias se han desarrollado SSR que han sido utilizados en la
elaboracién de mapas de ligamiento genético y mapeo de QTL de importancia

agrondmica (Oliveira et al., 2007).

A pesar de que el desarrollo de SSR a partir de secuencias EST sea mas rapido,
economico, eficaz, y su utilidad sea muy alta en términos de la calidad y cantidad
de informacién que proporciona, se ha reportado que los marcadores EST- SSR
tienen un bajo polimorfismo comparado con los marcadores SSR derivados de
librerias gendémicas (Cho et al., 2000; Scott et al., 2000; Eujayl et al., 2002;

Chabane et al., 2005, citados por Semagn et al., 2006a).

Teniendo en cuenta lo anterior, el uso de un marcador determinado para realizar
mapeo genético depende principalmente de los recursos econdmicos disponibles,
de la informacién ya existente de la especie a estudiar y la informacién que
proporciona el marcador; de acuerdo a esto para la elaboracion inicial de mapas
genéticos, los marcadores ideales son los AFLP por el alto niumero de bandas
polimorficas, que se generan; para la saturacidbn de mapas y su aplicacion en la

identificaciébn de genes involucrados en la caracteristica de interés, marcadores
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mas especificos de la secuencia como los SSR y los EST — SSR pueden ser una

buena alternativa.

2.9 Mapeo genético en plantas

Un mapa genético es un modelo abstracto de la organizacioén lineal de un grupo
de genes y marcadores (Hui, 1998), los mapas genéticos indican la posicion y la
distancia genética relativa entre marcadores a lo largo de un cromosoma o grupo

de ligamiento.

La segunda ley de Mendel plantea que en la formacion de los gametos los alelos
de cada gen se segregan al azar, de tal manera que cada gameto recibe uno u
otro alelo con igual probabilidad. Sin embargo es bien sabido que los genes se
encuentran dentro de cromosomas, y que estos y no los genes son la unidad de
transmision en la meiosis. Los genes ligados, es decir, los genes ubicados en el
mismo grupo de ligamiento, no son libres para transmitirse de manera
independiente, por el contrario los alelos de todos los loci de un cromosoma se

transfieren como una unidad en la formacion de los gametos (Klug et al., 2006).

Sin embargo en la profase | de la meiosis, especificamente en el diploteno, ocurre
el entrecruzamiento entre cromatidas no hermanas, dando lugar a una mezcla o
recombinacion de los alelos presentes en los cromosomas homologos (Klug et al.,

2006).
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El grado de entrecruzamiento entre dos loci es proporcional a la distancia que los
separa, es decir, si dos loci se encuentran cercanos en el cromosoma, el nimero
de gametos recombinantes con esos loci serd muy bajo, pudiendo llegar a ser
cero, en el caso de que los genes estén estrechamente ligados. Por el contrario si
dos loci se encuentran en puntos muy distantes en el cromosoma, el nUmero de

gametos recombinantes con los loci serd alto (Klug et al., 2006).

Lo anterior es la base del mapeo genético, ya que permite identificar la posicion

relativa de cualquier tipo de marcador molecular o genes en los cromosomas.

Segun Semagn et al., (2006b) son cuatro los pasos necesarios para realizar un

mapa genético:

1. Desarrollar una apropiada poblacién de mapeo y determinar el tamafio de
la poblacion; Segun Meksen y Kahl (2005) para hacer mapeo de QTL se
requiere una poblacién de 200 individuos.

2. Determinar el tipo de marcador molecular para genotipificar la poblacion.

3. Detectar los polimorfismos en los parentales con el marcador seleccionado
y luego genotipificar la poblacion.

4. Realizar el andlisis de ligamiento (calcular la frecuencia de recombinacion
por pares de marcadores, establecer los grupos de ligamiento, estimar las
distancias de mapa y determinar el orden de los marcadores) usando

programas estadisticos como MapMaker (Lander et al.,1987)
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2.9.1 Poblaciones de mapeo

Generalmente las poblaciones de mapeo se obtienen a partir de cruces
controlados. Uno de los criterios mas importantes en el momento de disefiar una
poblacibn de mapeo es la seleccion de los parentales, esto es esencial para
rastrear los eventos de recombinacion, los parentales deben ser altamente
contrastantes en las caracteristicas de interés si el fin es realizar mapeo de QTL,

si es mapeo convencional los parentales no necesitan ser contrastantes.

Otro criterio importante es determinar que tipo de cruzamiento se realizara, y esta
decision depende de varios aspectos, uno de ellos el modo de reproduccion de la
planta (autopolinizacidbn o polinizacion cruzada), el tiempo disponible para la
construccion de la poblacion y la resolucion de mapeo requerida (Meksen y Kahl,

2005).

Cuando el modo reproductivo de la especie objeto de estudio es la
autopolinizacion, las poblaciones de mapeo se originan a partir de parentales
homocigoticos, de esta manera, la segunda generacién filial (F2), el
retrocruzamiento (BC), las lineas endogamicas recombinantes (RILs), los dobles
haploides (DH) y las lineas isogénicas cercanas (NILs), pueden ser usadas para

generar las poblaciones de mapeo.
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En las especies de polinizacion cruzada la situacidbn es mucho mas compleja
debido a que éstas no toleran la endogamia, trayendo como consecuencia
depresion endogamica. Para estas especies los pseudo cruces de prueba de dos
vias, las familias que comparten un padre “half-sib” y los dos padres “full — sib”
derivadas de cruces controlados, se han propuesto como poblaciones de mapeo
(Burr et al.,, 1988; He et al., 2001; Doerge, 2002, citados por Semagn et al.,

2006b)

2.9.2 Poblacion de mapeo F,

Para obtener una poblacion de mapeo F, Se seleccionan como parentales dos
lineas puras, es decir completamente homocigéticos, diferentes en las
caracteristicas a estudiar; la progenie de este cruce se denomina primera
generacion filial (F1); posteriormente son cruzados dos individuos de la F; para
generar la segunda generacion filial (F2); la segregacion esperada para esta

poblacion es de 1:2:1 (parental 1: heterocigoto: parental 2).

La gran desventaja con esta poblacibn es que no puede ser faciimente
preservada, ya que las plantas F, no son inmortales y la F3 es el resultado del
cruzamiento de dos individuos F,, por lo que genéticamente no son idénticas,

pues ya habrian ocurrido dos eventos de recombinacion.

Cuando se desarrolla la poblacién para la cafia de azlcar, por ser esta una

especie con alto numero de cromosomas, no es necesario llegar hasta la segunda
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generacion filial (F,) dado que con la primera generacion filial (F1) se obtiene un
gran numero de eventos de recombinacion, suficientes para obtener la

informacién necesaria parar el andlisis de ligamiento.

2.9.3 Identificacion de polimorfismo

Después de tener la poblacion de mapeo, y haber seleccionado el marcador
molecular, el tercer paso es identificar los marcadores polimoérficos en los

parentales y posteriormente evaluarlos en la poblacion segregante.

Dependiendo de la poblacion de mapeo, se esperan determinadas proporciones

de segregacion determinados. Las desviaciones significativas de las proporciones

esperadas, pueden ser analizadas por medio de una prueba Chi- cuadrado (4 ?).

La genotipificacién en especies diploides es una tarea relativamente sencilla, sin
embargo en las especies poliploides se presentan algunas dificultades. En primer
lugar en los organismos poliploides se espera un gran numero de alelos por cada
marcador, siendo muy dificil determinar el genotipo de cada individuo (Wu et al.,
1992). Por otro lado el hecho de que la constitucibn gendmica (auto o
alopoliploide) de los poliploides sea poco clara, dificulta la determinacion de los
patrones de herencia. Para solucionar estos problemas Wu et al.,, (1992),
plantearon una aproximacion, consiste en analizar la segregacion de cada

fragmento basados en la presencia y ausencia en la progenie, es decir, un
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fragmento representado por una sola dosis (0 un solo alelo) en plantas
heterocigotas puede segregar en una proporcién 1:1 (presencia: ausencia); los
fragmentos que estan presentes en una sola dosis y que segregan en un radio 1:1
en los gametos de la planta se denominan fragmentos de una sola dosis (SD).
Los marcadores de una sola dosis son detectados de acuerdo a dos criterios,
primero, el fragmento debe estar presente en uno de los padres y ausente en el
otro, y segundo, debe segregar en una proporcién 1:1, estos criterios son validos

si la especie es poliploide, alopoliploide o autopoliploide (Wu et al., 1992).

Un marcador de una sola dosis es equivalente a un alelo simple en
autopoliploides, o un alelo en un locus heterocigoto en un genoma diploide, en
alopoliploides; la segregacion de un SD es equivalente a la segregacion de un
alelo simple o heterocigoto la mitad de los gametos pueden tener el fragmento de

ADN y la otra mitad no (Wu et al., 1992).

2.9.4 Andlisis de ligamiento

El paso final en la construccion de mapas de ligamiento es la codificacion de los
datos para cada marcador molecular en cada individuo; esta informacion es
organizada en una matriz de datos, a partir de la cual se calculan las fracciones
de recombinacién para cada marcador dividiendo el numero de individuos

recombinantes sobre el total de individuos analizados; las fracciones de
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recombinacion calculadas entre dos marcadores indican la distancia de los

mismos dentro del mapa de ligamiento.

Las fracciones de recombinacion calculadas no son aditivas a lo largo del
cromosoma, por ende las distancias en el mapa no pueden ser expresadas por
fracciones de recombinacion; para solucionar este problema se han desarrollado
funciones de mapeo que hacen a las fracciones de recombinacién aditivas, al
convertirlas en centiMorgans (cM), unidad en la que finalmente se expresan las

distancias genéticas. (Hui, 1998).

La funcion de mapeo de Kosambi y la funcion de mapeo de Haldane son las
funciones mas utilizadas en construccion de mapas, la primera asume que la
ocurrencia de dobles recombinantes es mayor que la esperada, desviando de una
manera significativa los valores en las fracciones de recombinacién esperadas, a
este fendbmeno se le conoce como interferencia, (Hui, 1998); por el contrario la

funcidon de mapeo de Haldane no asume interferencia.

Después de establecer las distancias entre pares de marcadores se hace el
analisis de ligamiento, que usualmente es calculado con el logaritmo de la
relacion (LOD score), los valores de LOD mayores de 3 generalmente son los
valores significativos para determinar un ligamiento; un valor LOD de 3 entre dos
marcadores indica que el ligamiento entre ellos es 1000 veces mas probable que

un no ligamiento.
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Los andlisis explicados anteriormente son realizados en software o programas
especificos para mapeo genético, los programas comunmente usados son Map-
maker/EXP (Lander et al., 1987; Lincoln et al., 1993 a), Map Manager QTX (Manly

et al., 2001) y JoinMap (Stam, 1993).

2.9.5 Mapeo genético en cafia de azlcar

La combinacion de un alto nivel de ploidia, aneuploidia, y la naturaleza altamente
heterocigdtica de la cafia de azucar, hacen de ella, uno de los cultivos mas
dificiles para el mapeo genomico, mostrando desafios que comunmente no se
presentan en especies diploides (Kole, 2007; Piperidis et al., 2008). Esto hace que
el proceso de mapeo genético sea mucho mas lento para este tipo de especies.

Sin embargo actualmente existen para cafia de azucar dos clases de mapas
genéticos (Tabla 2), los de primera y segunda generacion, los mapas de primera
generacion comprenden todos los mapas de las especies parentales S.
officinarum y S. spontaneum. A su vez, los mapas de segunda generacion son los
desarrollados para los cultivares comerciales como el francés R570 y el

australiano Q165 (Tabla 2).
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Tabla 2. Mapas genéticos publicados hasta la fecha en orden cronoldgico, los
asteriscos encontrados al final de los paréntesis indican el nimero total de
marcadores evaluados, los numeros ubicados fuera del paréntesis son los
marcadores ligados a grupos de ligamiento, grupos de homologia (GH) o grupos
de cosegregacion (GC).
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2.9.6 Anélisis de QTL

Muchos de los caracteres de la cafia de azlcar importantes en la produccion son
de naturaleza continua, como produccion de sacarosa, resitencia a
enfermedades, entre otras, siendo dificiles de identificar dada la ausencia de una
segregacion fenotipica discreta observable, ademas los efectos genotipicos de
cada gen asociado con un caracter complejo son relativamente pequefios, por
esto en los procesos de mejoramiento se hace necesario disponer de métodos de

analisis de caracteres cuantitativos que revelen el componente genético.

Un método de analisis de estos caracteres cuantitativos es el analisis de QTL (loci
de caracteristicas cuantitativas) este analisis implica: 1. la seleccion y cruzamiento
de lineas parentales que difieren en uno o mas caracteres cuantitativos y 2. El
analisis de la segregacion de la descendencia para relacionar cada QTL con un

marcador de ADN conocido, o intervalo de marcadores.

Una de las aplicaciones directas del andlisis de QTL es en la seleccion asistida
por marcadores (MAS: Marker assisted selection), metodologia que se utiliza en
los programas de mejoramiento, con el objetivo de asistir al fitomejorador dando

criterios indirectos que le aportan informacion para la seleccion.

Para implementar la seleccion asistida por marcadores se deben realizar una

serie de andlisis (Figura 5), que inician con la elaboracién de mapas genéticos
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utilizando marcadores moleculares que a su vez seran utilizados en el analisis de
asociacibn con las caracteristicas agrondmicas que se desean evaluar,
posteriormente se definen y caracterizan las asociaciones, las interacciones entre
marcadores y el efecto de cada marcador en la caracteristica de interés, todo esto
con miras a definir con que tipo de combinaciones de alelos marcadores, y en qué
condiciones se obtienen variedades con las caracteristicas agronémicas

deseadas.

El andlisis de caracteristicas cuantitativas o QTL, se basa en la deteccion de
asociaciones entre el fenotipo y el genotipo; en este caso, los marcadores
moleculares se utilizan para dividir la poblacion segregante con base en la
presencia o la ausencia de un locus marcador particular y determinar si las

diferencias entre los locus son significativas.
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Evaluacién fenotipica de
basados en caracteristicas
marcadores agrondmicas en multiples

moleculares \ / ambientes

Andlisis de QTL de las
cardcteristicas evaluadas

Mapas genéticos

Identificacién de j i \
marcaderes ligados a Efecto GXE
QTL Efecto Epistasis
aditive l
l Acomodacion del efecto de la
Mapeo asociative epistasis y GxE
{andlisis haplotipos) l
Estimacién del efecto de los alelos QTL
Definicién de combinaciones blanco de alelos
marcadores

Aplicacién del MAS en el programa de mejoramiento

Figura 5. Pasos en la identificacion y caracterizacion de loci de caracteristicas
cuantitativa (QTL) para su uso en los programas de mejoramiento. Tomado de:
Semagn et al., (2006 b).

Cuando se presentan diferencias significativas entre medias se puede decir que el

marcador esta ligado o asociado a una caracteristica cuantitativa (QTL).

Lo anterior se debe a las diferencias en las frecuencias de recombinacion, la
frecuencia hace que la media poblacional del marcador ligado varie con respecto
al no ligado, el marcador que no esta ligado al QTL segrega independientemente,
por lo tanto no se esperaria encontrar diferencias significativas en las medias de

los grupos genotipados (Collard et al., 2005).
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Existen cuatro métodos principales para detectar QTL:
-Analisis de un solo marcador.

- Mapeo por intervalo simple.

- Mapeo por intervalo compuesto

- Mapeo por intervalo multiple.

2.9.6.1 Analisis de un sé6lo marcador

Este analisis se emplea para identificar QTL asociados a un solo marcador, para
este analisis no es necesario un mapa genético previo y se puede realizar con
metodos estadisticos como: test t, ANOVA y regresion lineal en software basico

de estadistica (Collard et al., 2005).

2.9.6.2 Mapeo por intervalo simple

Se utilizan mapas de ligamiento e intervalos entre pares adyacentes de
marcadores ligados a lo largo de un cromosoma simultaneamente. Se considera
como mas poderoso estadisticamente que el andlisis de un solo marcador;
MapMaker QTL y QGene son los programas comunmente usados para realizar

estos analisis (Collard et al., 2005).
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2.9.6.3 Mapeo por intervalo compuesto

Este es el método mas usado, combina intervalos de mapeo, regresion lineal y
marcadores genéticos haciéndolo mas preciso y efectivo comparado con los otros
métodos de andlisis; los programas comunmente utilizados son QTL cartographer,

MapManager QTXy PLAB QTL.

2.9.6.4 Mapeo por intervalo multiple

El intervalo de mapeo multiple detecta todos los QTL que pueden estar asociados
a una caracteristica, bajo la restriccion de que son multiples los QTL implicados y
gue estos son independientes, ademas asume que no hay ligamiento ni
interaccion genética entre ellos, como se observa este método es util cuando la

caracteristica de interés que esté controlada por varios genes (Hui. 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Realizar una aproximacion de mapa genético para las variedades colombianas de
cafia de azucar, usando marcadores microsatélites en el cruzamiento MZC 74-

275 x ICA 69-11.

3.2 Especificos

- Identificar grupos de ligamiento en variedades colombianas de cafia de

azucar usando marcadores microsatélites

- Identificar posibles asociaciones o QTL ligados a componentes de

produccion de biomasa y sacarosa.
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5. METODOLOGIA

El presente estudio fué desarrollado en la estacion experimental del Centro de
Investigacion de la Cafia de Aztcar de Colombia (CENICANA) ubicado en Florida,
Valle del Cauca, dentro del grupo de investigacion Macroproyecto alta sacarosa

estable, reconocido por COLCIENCIAS como categoria A.

4.1 Material Experimental

4.1.1 Poblacion de mapeo

Los primeros pasos para el desarrollo de este trabajo fueron la seleccion de la
poblacion de mapeo y su siembra en campo. La poblacién de mapeo se origino
del cruzamiento entre MZC 74 - 275 e ICA 69 - 11, estas variedades son
contrastantes en sacarosa la primera generacion filial constituida por 300
individuos, fue sembrada en campo con dos repeticiones de cada individuo en
Cachimbalito, Hacienda ubicada en el Departamento del Cauca (Anexo A),
presenta una precipitacion media anual de 1520 mm, el suelo se encuentra
clasificado como AZ5H5 dentro de la zonificacion agroecoldgica realizada por el
centro de investigacién de la cafia de aztcar de Colombia (CENICANA), es un

suelo con textura franca gruesa, superficial a muy superficial
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4.1.2 Caracteristicas analizadas

A cada uno de los individuos de la progenie y a los padres se les evalud, la
produccion de clorofila, el diametro y la altura a los 4, 12 y 13 meses de edad,
estas caracteristicas se evaluaron en estas edades del cultivo por que a los 4
meses se puede predecir que tanta biomasa y azucar puede tener el cultivo, en
esta edad la cafa esta afirmada en el suelo y comienza su verdadero desarrollo,
acumulando biomasa y azucar; a los 12 y 13 meses de edad del cultivo se
presenta la maxima produccion y acumulacion de sacarosa, esta es la edad de

corte con la que trabajan los ingenios azucareros.

Los datos obtenidos se registraron con tres repeticiones, estos valores fueron
promediados; la cantidad de clorofila fue determinada con un clorofilometro
(Minolta SPAD - 502), el didametro con un calibrador o pie de rey y la altura con
una regla metalica de dos metros; después de la cosecha de la poblacion a los 13
meses se tomaron al azar tres tallos de cada parcela, estos fueron cortados hasta
obtener 12 trozos, para un total de 36 trozos por parcela, los tallos fueron llevadas
al laboratorio de quimica de CENICANA donde, para cada uno de los individuos
con su repeticion se determind, los porcentajes de sacarosa, pureza, fibra,
azucares reductores totales, no sacarosas, humedad, materia seca, brix, ARE

(Azucares Reductores Estimados) y ART (Azucares Reductores Totales) todas
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estas caracteristicas son determinantes en la produccién y calidad del azucar
generado por la planta (Tabla 3).
Tabla 3. Se relacionan los componentes de la produccion de sacarosa y biomasa

gue fueron analizados en el presente estudio y la edad de cultivo en la que fueron
evaluadas.

. - Componente produc cion Mes toma de datos
caractensgticasanalizadas

Sacarosa Biomasa 4 12 13
Sacaross ¥ % ¥
Pureza ¥ Ed ¥
Fikira X E X
Azlcares reductores X E X
Azicares reductores totales (AR T) X ks X
Arlcares reductores estimados
[ARE ] x X %
Mo sacarosas X E X
Hum edad ® k4 ®
Materia seca S ks S
Birizx ® * ®
Altura ® ® % ¥
Diam etro by ¥ ¥ by
Claraila ¥ ¥

4.1.3 Marcadores moleculares y deteccion

Para realizar el andlisis molecular de la poblacién de mapeo, se extrajo el ADN de
los 300 individuos empleando el protocolo de extraccion de Gilbertson et al.,
(1991) modificado (Anexo B). Posteriormente, se evalud la calidad del ADN y se
cuantific6 en un gel de agarosa al 0.8% para establecer su concentracion,
después el ADN de cada individuo fue diluido con agua ultra pura y desionizada a

una concentracioén de 4ng/ul para ser utilizado en la amplificacion de los SSR.

Para facilitar la lectura y el registro de los datos estos fueron organizados de

forma tal que los padres (MZC 74-275, ICA 69-11) quedaran ubicados en cada
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uno de los extremos del gel, dando espacio para el ADN de 60 individuos mas (se
usaron peines de 68 pozos), asi se formaron cinco grupos (llamados peines),
cada uno con el ADN de 60 individuos mas los parentales (figura 6), finalmente el
ADN de los 300 individuos de la poblacién fue almacenado en una placa para

PCR de 384 pozos a -20°C.

]

60 individuos progenie

parentales
parentales

Peine 1

Peine 2

Peine 3

Peine 4

Peine 5

Figura 6. Esquema de la organizacion de los ADN en el gel de poliacrilamida, con
cinco siembras. Se muestran 5 peines que en conjunto forman la poblacion de
mapeo (300 individuos), en los extremos se ubica cada uno de los parentales y en
el medio de ellos se encuentran 60 individuos de la progenie, esta organizacion se
tiene para cada uno de los peines que se visualiza en el esquema.

Posterior al proceso de extraccion, cuantificacion y evaluacion de la calidad del
ADN, se inici6 la estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los

microsatélites (SSR), que basicamente consisti6 en establecer, por medio de

ensayos de amplificacién, las condiciones precisas para que el SSR pudiera ser
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amplificado y visualizado con una buena resolucién, nitidez y reproducibilidad de

las bandas. Para lograr esto, se amplificaron todos los SSR con las siguientes

condiciones de amplificacion:

Concentracion

concentracion

Volumen de cada

Reactivos . _ reactivo para una
inicial final .
reacciéon {ul)

Buffer 104 15 15

Mg CI2 28mhd 2 0mhd 1.2

dNTP's Bmhd 0,192 mhd 036

Iniciadores 10rn M 057 mh 1

Taq polimerasa Sl oot 003

ADN 4ngful 1 3ngiul 5

Agua - - 591

volumen de la i i 15

reaccion

y el programa de amplificacion siguiente:
94°C por 3 minutos

94°C por 30 segundos
55°C por 30 segundos
72°C por 45 segundos

72°C por 5 minutos

10°C ®

35 Ciclos

A los SSR que después de amplificados con estas condiciones no estuvieran

estandarizados, se les ajustaron sus condiciones cambiando la concentracion del

cloruro de magnesio y de temperatura de anillamiento hasta que estuviese
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completamente ajustado. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
BioRad C1000 Thermal Cycler™ y un JM research PT100.

Con las condiciones de PCR establecidas, se evaluaron los SSR en los
parentales, con el fin de encontrar polimorfismo entre ellos; un total de 23
marcadores microsatélite fueron seleccionados (Tabla 4), posteriormente estos se

evaluaron en la poblacion de mapeo.

Tabla 4. Marcadores microsatélites evaluados, se muestra la temperatura de

anillamiento y la concentracion de MgCl, con la que se amplificaron.

Microsatélites Secuencia iniciador  5-3° Secuencia iniciador 3°-§ Temperatura {°C}|  MgCl2
CG39 CCTTTC ATC CAC AGA GGA CAG GGT TCA CCG AAG TAA GAG AAC 55 20
CIR11 CCA CCATCT TTT CGC ACC AG GCA GCA CCA ACC ATA ATC AT 55 20
CIR48 CGG TCG TGA GAA GGA AAG CGC ACT AGA ACA CGT ATA B0 20
CIR36 CAA CAA TAA CTT AAC TGE TA CTGTCC TIT TTATIC TCTTT 55 3.0
CL1557 ACC AGC GAT GGG TG TAA GCCTCT TCC AGT TCC AGC T 55 20
CIR31 ATTTGE GTA AGG ATG GAT CCT AAT GAT ACG CTT TGA 55 20
CW37 GGATGGACGACGTGTCCTGE ATARAGTGGCCGCTTGGATTGA B2 20
CS597 GCA CAC CAC TCG AAT AAC GGAT AGTATATCG TCC CTG GCATTC A 60 20
CS665 ACG CTT GCG TGC TCC ATT CCAATC GTG CCA CTG TAG TAA G 62 20
DUcos TCATGG ATG CTT TTG T ACA GAA CAA CGC CGC TGT 53 25
CSE7 TG GGA TGA TGA GAT CAG CA TGGE ACA CGA TCA AAC AGC AGT G 55 20
CG236 ACC GAC CTC AALA GAR GAC GGAT| CAG TAT GAG TGA AGC ACG GGA AC 55 20
CIR52 ACA AGG GAA GAC GAC AAATCA G ACT AMA CCA CCA AGT AAA 55 25
BS334 CAATTC TGA CCG TGC AAL GAT CGATGC GCT TGA TTG CGA ATG 55 20
CIR10 ACA CCA CTC ACATCC ACTTG TGA TAC ACC ATT GTT GAT GC 55 25
CIR19 GiET TCC AAS ATA CAC AAA CAA TCT TAT CTA CGC ACTT 55 23
CIR18 GGG TGT TCT GTT GAG CA GAG GTA GGA GGG AGT GTT 55 15
CIR40 CCG TAT TCT TCT TTT CTT CA, TTC AGG CGA GTC ATC ATT 55 20
CIR24 AGA TGA ACC CAA ARA CTT A TTA CTC CGC CTC TTT ACT 55 20
CIR32 CAC AAL CAT CCC TCA ACT ATT CTT GCA TTA AAC CTC TC 55 1.8
CIR47 GUA ATG GAG GTA GGA ATG TAG AAT CAD CCA AAL ATA AL 53 20
CIR15 CTT GGA CCC GTT CTT GGA TG AGC ACT GAG GCG ACT TAC CC 54 1.7

Los productos de PCR fueron separados en geles de poliacrilamida denaturantes
al 5%, con una proporcion acrilamida/bisacrilamida de 19:1, drea 7M. Para
visualizar los fragmentos separados los geles se tifleron con nitrato de plata

(AgNO3) (Anexo C); en los geles de progenie se determiné la presencia o
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ausencia de las bandas polimorficas, registrandose 1 o 0 en una matriz de datos

respectivamente.

4.1.4 Analisis de ligamiento

En el andlisis de los datos sélo se incluyeron los marcadores que segregaron en

una proporcion 1:1 y 3:1, para determinar que marcadores cumplian con esta

caracteristica se realiz6 una prueba chi - cuadrado (7 *).

Con la informacion obtenida a partir de los marcadores seleccionados se
construyo una matriz binaria con los marcadores ubicados en las columnas y los
individuos en las filas, como lo requiere el programa MAPMAKER v2.0 para
Macintosh (Lander et al.,1987), en el que se realiz6 el andlisis de ligamiento
colocando como parametros de identificacion un LOD 3 y un porcentaje de
fraccion de recombinacion (¢) de 4, estos parametros son los parametros
estadisticos, el valor de LOD 3 es la probabilidad umbral para establecer un
ligamiento, este parametro indica que el ligamiento es 1.000 veces mas probable
gue el no ligamiento, por otro lado, el valor de ¢ permite estimar el orden de los
marcadores que se encontraron ligados en términos de la fraccion de
recombinacioén, es decir solo los marcadores que presenten un 4% del maximo de

la fraccion de recombinacién que se espera (50%) seran los que se incluiran
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dentro del mapa, ya que este valor indica que los marcadores se encuentran

cercanos dado que solo el 4% de los gametos fue recombinante.

4.1.5 Analisis de caracteristicas cuantitativas QTL

Posterior al analisis de ligamiento se realizé el andlisis de un solo marcador, con
un analisis de varianza (ANOVA) donde cada caracteristica es explicada por el
factor de alelos marcadores, con el fin de encontrar asociaciones entre los
marcadores incluidos en el analisis de ligamiento y las 13 caracteristicas
evaluadas de componentes de produccibn de sacarosa y biomasa. Este

procesamiento se realizd con el programa SAS version 9.1.3.

Dado que son 45 alelos incluidos dentro del andlisis de QTL, la probabilidad de
gue cada uno de éstos marcadores se encuentre asociado a una caracteristica no
puede ser la misma que se tiene para la asociacion de un solo alelo a una
caracteristica p < 0.05 ; con el objetivo de ser mas exigentes en términos del nivel
de significancia estadistico de la asociacion, se utilizé la correccién de Bonferroni
para el valor de significancia, que consiste en dividir el valor de significancia para
la asociacion de un solo alelo sobre el numero de alelos evaluados

(0.05/45 = 0.001 ) de esta manera s6lo las asociaciones que tengan un p < 0.001

seran considerados como significativas estadisticamente.

Para analizar el comportamiento de todos los alelos marcadores en conjunto y

definir las combinaciones que explican variaciones fenotipicas en la poblacion, se
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realiz6 un analisis de regresion logistica, en el cual la variable respuesta es cada
una de las caracteristicas y las variables explicativas son los alelos marcadores.
Esta técnica también permiti6 evaluar el aporte de cada marcador a la

caracteristica a través de la razon de probabilidad (odds ratio).

La variable respuesta fue discretizada con base en los valores del tercer cuartil
para cada una de las caracteristicas; los datos cuyos valores sean superiores al
tercer cuartil fueron codificados como 1, que significa un valor alto de la variable y
los inferiores como 0, que significa un valor bajo de la variable. Este analisis fue

realizado con el programas Statgraphics Centurion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de veintidés marcadores (45 alelos) fueron evaluados en la poblacion de
mapeo, a los cuales se les realizé el analisis de ligamiento usando MAPMAKER
2.0 para Macintosh (Lander et al., 1987), con un LOD de 3y ¢ 4; en el andlisis se
encontré6 un grupo de ligamiento con longitud total de 176.791 cM y 7 alelos

ligados de los 45 analizados (figura 7).

En los mapas genéticos construidos en Australia con SSR y AFLP por Aitken et
al., (2005) y Piperidis et al., (2008) y el mapa construido en Brasil con SSR, AFLP
y RFLP por Garcia et al.,, (2006), se reporta la ubicacion de 11 de los 22

marcadores evaluados en este estudio (Tabla 5).

Tabla 5 Marcadores utilizados en este estudio y su ubicacién en previos reportes.
GH= Grupo de homologia, GL= Grupo de ligamiento, GC=Grupo de
cosegregacion.

Publicacion  Marcador ~ GH

Aitken et al., 2005 CIR10 3 23,29
CIR15 6 82,71
CIR19 4 78,12b
CIR24 3 67
CIR32 3 93,28,63
CIR36 1 17,42,9,19,114,27
CIR52 3 83,21
CL1608 3 65,24,108

Garcia et al., 2006 CIR36 1 1-3;1-5;1-4;1-1
CIR32 11 XI-1;X1-2
CIR18 13
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Fec Dist Marker
Frac. e Id MHarme
g
21 CIR11a
341 %) 416 —
(8 CIR36d
(29.6%) 28.2 —
11y CL1587d
(149 %) 153 —
12y CL1557e
(293 %) 279 —
217 CEETh
(28.3 %) 321 ——
(22 CTEBTC
(8.0 %) 31.7 ——
a0 CIR10b
=

Figura 1. Grupo de ligamiento formado con un LOD 3 y fraccion de recombinacion

4.
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Una de las causas del bajo nimero de marcadores usados en este estudio (22),
es la complejidad y especificidad requerida para la estandarizacion de los
microsatélites, lo cual dificulta en gran medida la reaccién de amplificacién (PCR).
Dado que el tejido de la cafia de azUcar contiene altos niveles de polisacaridos y
compuestos polifendlicos, estos en su forma oxidada se enlazan covalentemente
al ADN dandole una coloracion café, creando asi un problema de contaminacion
gue limita su uso en gran medida, cuando dicho ADN es utilizado para PCR (Al

janabi et al., 1999).

La cafia de azUcar por su tamafio gendémico y sus altos niveles de ploidia y
aneuploidia, es catalogada como la planta cultivada con estructura genética mas
compleja y dificil para el mapeo gendémico entre los cultivos de importancia
agronomica, especialmente dentro de los cereales (D"Hont et al., 1996; Piperidis

et al., 2008).

Es asi como se estima que en los mapas genéticos de Francia y Australia
catalogados como los mas grandes hasta el momento, que fueron construidos con
marcadores SSR y AFLP, se cubri6 menos del 50% del genoma a pesar del gran
numero de marcadores mapeados en las dos variedades (R570 y Q165) (Piperidis

et al., 2008).

El mapa genético de cafia construido en Francia por Hoarau et al., (2001) en la

variedad R570, contiene 1169 marcadores distribuidos en 128 grupos de
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ligamiento que fueron asignados a 7 de los 8 grupos de homologia esperados; el
mapa del cultivar Australiano construido en la variedad Q165 por Aitken et al.,
(2005), contiene 968 marcadores SSR y AFLP distribuidos en 136 grupos de

ligamiento que fueron asignados a 8 grupos de homologia.

Dada la alta complejidad gendmica de la cafia de azucar, el entendimiento, asi
como el conocimiento del mosaico gendmico y genético, la biologia molecular y
citogenética de las variedades de cafia de azucar, es necesario para facilitar y
complementar el desarrollo y futura aplicacion de los mapas de ligamiento en la

seleccion asistida por marcadores dentro de los programas de mejoramiento.

Este tipo de informacidon no se conoce para las variedades de cafia de azucar
colombianas pero si para la variedad francesa R570, sin embargo por el hecho de
gue la cafia de azlcar es el producto de un proceso de nobilizacién, subsecuente
seleccidon y posteriores cruzamientos interespecificos independientes en las
diferentes partes donde se desarrollaron, hace que las variedades comerciales
alrededor del mundo sean diferentes entre si en términos genémicos, por lo tanto
la informacién gendmica y citogenética ya obtenida para variedades comerciales,

no debe ser extrapolada completamente a las variedades colombianas.

Una de las razones que sustenta lo anterior, es que la especie S. spontaneum,

tiene un amplio rango en el nidmero de cromosomas con cinco citotipos
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principales 2n=64, 2n= 80, 2n= 96, 2n=112 y 2n=128, que fueron incluidos en los

cruzamientos interespecificos con S. officinarum en el proceso de nobilizacion.

Hower Roach (1969, citado por D'Hont et al.,, 1996) en cruzamientos de
S.officinarum con diferentes citotipos de S. spontaneum (2n=80, 2n= 96 y 2n=112)
reportd que la transmision de cromosomas durante la segregacion meidtica es n +
n, es decir cada uno de los parentales dona su numero haploide de cromosomas.
También observo que en los cruzamientos con el citotipo de S. spontaneum con
2n= 64 la transmision es exclusivamente 2n+n, sin embargo D Hont et al., (1996)
reportaron que la transmision n+n también puede ocurrir en los cruzamientos con

este Ultimo citotipo.

Si la transmision es n+n se entiende que cada uno de los parentales aporté una
copia de su genoma a la progenie, y si la transmision es 2n+n, se infiere que uno
de los padres aportd su genoma completo, mientras que el otro solo aporto la
mitad, esto se vera reflejado en la composicibn gendmica de las variedades
comerciales; si la segregaciéon, como se mostré anteriormente, cambia con el
citotipo de S. spontaneum utilizado en el cruzamiento, es posible que las
proporciones de S. offcinarum (70 - 80%) y S. spontaneum (10 - 20%) reportadas
por D'Hont et al., (1996) para la variedad Francesa R570 no sean las mismas
para las variedades colombianas, ya que para estas variedades, como ya se

menciond, aln se desconoce, Su nUumero exacto de cromosomas, las
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proporciones de cada parental dentro del genoma, la forma de transmision y de

segregacion de cromosomas.

El entender la forma de transmision es informativo en la elaboracién de mapas
genéticos, cuya base esta en el proceso meiotico de segregacién, el conocer de
gue forma se da la segregacion en la variedad, da herramientas para estimar qué
se espera en términos de fracciones de recombinacion y grupos de ligamiento,
por otro lado si una variedad tiene una proporcion mayor de un parental que de
otro, es posible inferir que esta tenga en gran medida los atributos de ese
parental, situacion que puede dar luces en el proceso de mejoramiento y del

mapeo mismo.

El nimero de cromosomas segun Hoarau et al., (2001) permite estimar el tamafio
gendémico de la especie, al multiplicar el nimero de cromosomas total de la
variedad por la longitud media de los grupos de co — segregacion (marcadores
ligados en un grupo de ligamiento en fase de acoplamiento) mas largos, quienes
probablemente se encuentran cerca de la saturacién. Por ejemplo, para la
variedad R570, el tamafio promedio de los grupos de co — segregacidbn mas
grandes que se encontraron distribuidos en tres grupos de ligamiento tuvieron un
tamafio aproximado de 150 cM, este valor fué multiplicado por el nidmero de
cromosomas de la variedad (122x150= 17.000cM aproximadamente), asi se tiene

gque el tamafo del genoma de esa variedad es aproximadamente 17.000 cM, esta
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informacion permite hacer estimativos a cerca de que tanto se esta aportando en

términos de cubrimiento del genoma, con los mapas que se desarrollen.

Si bien el entendimiento y conocimiento del genoma, la genética y la citogenética
de las variedades de cafia de azucar colombianas son factores importantes dentro
de los procesos de mejoramiento, no son una limitante que impida continuar con

el desarrollo y construccién del mapa genético de cafa de aztcar en Colombia.

El analisis de QTL se realiz6 con el método de un solo marcador. Para este
analisis no es necesario contar con un mapa genético previo, se hace analisis de
asociacion de cada marcador con cada caracteristica fenotipica evaluada en
campo; los marcadores que explican la variacion fenotipica observada, seran
aquellos que estén asociados de una manera estadisticamente significativa a la

caracteristica evaluada, estos podran ser reconocidos como posibles QTL.

Con el analisis de un so6lo marcador se encontraron cuatro marcadores con
asociaciones estadisticamente significativas a altura a los 4 meses (CIR18a;
p=0.0016), porcentaje de Fibra a los 12 meses (CIR15a, p=0.0016) y Clorofila a

los 4 meses (CIR32b; p=0.0018 y CIR1557d; p= 0.0001) (Tabla 7).
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Tabla 7. Asociaciones estadisticamente significativas para cuatro marcadores, se
muestra el marcador, la caracteristica a la que se asocio la edad del cultivo y el
valor de significancia estadistica (p).

Marcador |Caracteristica |Edad (meses) p
CIR 18a Altura 4 0,006
CIR 15a Y Fibra 12 0,0016
CIR 52

W Clorofila 4 |:|,|:||:||:|1

En general los marcadores se asociaron a mas de una caracteristica en diferentes

edades del cultivo (Tabla 6).

La asociacion de un marcador molecular a varias caracteristicas esta de acuerdo
con lo reportado por Aitken et al., (2008) donde encontraron que la mayoria de los
alelos de QTL asociados afectaron a mas de una caracteristica; Ming et al.,
(2002) también reportaron QTL controlando la produccién de azucar, el peso del
tallo y Pol; igualmente Aitken et al., (2006) encontraron que cuatro de los
marcadores analizados estuvieron asociados a las tres caracteristicas evaluadas
en su estudio (Brix, estimado del total de solidos solubles en el jugo de cafia, Pol,
indice de polarizacion del primer jugo, es una medida del contenido de sacarosa y
CCS, es un estimado de la sacarosa comercialmente extraible y es determinada a

partir de una funcion estandar de Brix, Pol y fibra).
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Estos marcadores asociados a més de una caracteristica pueden encontrarse
cerca de genes con accién pleiotropica en las variables evaluadas dentro de los

diferentes estudios.

Tabla 6 Asociacion entre marcadores SSR y las caracteristicas analizadas con un
nivel de significancia de P<o0.05* P<0.01*, P<0.005 *** P<0.001 ****
P< 0.0005 ***** P<0.0001 ****** AL= Altura, DM= Diametro, CL=Clorofila, SAC= %
Sacarosa, B= % Brix Caia, HM= %Humedad, AR= % AzUcares reductores, MS=
% Materia Seca, ARE= %AzUcares recuperables estimados, ART= % Azlcares
reductores totales, FB= % Fibra, PZ= % Pureza, NS= % No sacarosa.

Marcador ligade AL oM CL SAC BRIX HM AR MS | ARE ART FB PZ NS
401204 13 4 12 013 12 13 12 13 1213 012 0193 12 13 1213 12 13 12 13112 113 12 13

BS334a *

BS334h | * *

CG2364 > * *

CG236f * * *

CIR11a X *

CIR15a * - - =

CIR18a o * * * * * * =

CIR18h *

CIR19a

CIR19b *

CIR31c *

CIR32h Y

CIR32c > il o > il

CIR324d | il i

CIR36a =

CIR36¢ * * el bl el * | *|* *

CIR364d X - *

CIR36e S

CIR40a *

CIR40h * * * - *

CIR47a *

CIR4Th il * >

CIR484d *

CIR52h *

CL15574d

CL1557e X =

CL1608 *

CS668h =

CS67h X

CS67c

CV3Td

E

o ¢
+
1
*
i

=
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Dentro del analisis de QTL sobresalieron marcadores que se asociaron a
diferentes caracteristicas a la misma edad del cultivo. Por ejemplo CIR 18a que
ademas de asociarse significativamente a la variable altura a los 4 meses (P
< 0.001 ) también se asocio con siete caracteristicas a los 13 meses de edad del
cultivo (Tabla 8), % sacarosa (p= 0.0372), % brix cafia (p= 0.0459); % humedad
(p= 0.0210); % materia seca (p= 0.0210), % ARE (p= 0.0432); % ART(p= 0.0319)
y % Pureza (p=0.0417). Asi mismo el marcador CIR15a se asocio a clorofila a los
4 meses (p=0.0323), % humedad (p=0.0198), %materia seca (p=0.0198) y el
marcador CIR32d se asocio a los 12 meses a % humedad (p=0.0037), % materia
seca (p=0.0037) y % fibra (p=0.0045), (Tabla 8).

Tabla 8. Marcadores asociados a diferentes caracteristicas a las mismas edades

del cultivo. Se relaciona el marcador asociado, las caracteristicas, la edad y el
valor de significancia estadistica (p).

Marcador | Caracteristica | Edad {meses) p
CIR 18a % Sacarosa 00372
% Birix 00455
% Humedad 0,021
% Materia Seca 13 0,021
% ARE 00432
% ART 00319
% Pureza 00417
CIR 15 Clarofila 4 00323
% Hurmedad 0,0198
CIR 32c Y%Humedad 0,0057
% hateria Seca 12 0,0037
% Fibra 0,0045

Estos marcadores llaman la atencion porque, a pesar de que las asociaciones

encontradas no son estadisticamente significativas, se estd observando un
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posible patrén, es decir, un mismo QTL controlando los diferentes componentes

de produccién de sacarosa en un tiempo determinado de crecimiento del cultivo.

El encontrar QTL que controlan los diferentes componentes de produccion de
sacarosa en un tiempo determinado de crecimiento, permite entender la relacion
genotipo — tiempo que existe en las variedades que se encuentran dentro del
proceso de mejoramiento. Esto permitiia a futuro desarrollar cultivares
especificos para tiempos particulares de cosecha (Aitken et al.,, 2006). de esta
manera seria posible mejorar variedades que en sus primeros meses de cultivo
tengan una produccion de sacarosa igual o mayor a la que se encontraria a los 14
meses (fecha tradicional de cosecha), reduciéndose significativamente el tiempo

de cosecha.

Piperidis et al., (2008) reportaron tres marcadores asociados con brix, CIR36
(p<0.005 ) alos 9 meses, CIR 10 (p <0.005 ) alos 12 meses y CIR18 (p<0.01) a
los 12 meses de edad del cultivo. En el presente estudio se confirma la asociacion
a brix de los marcadores CIR 18 (p<0.05) a los 13 mesesy CIR 36 (p <0.01) a
los 12 meses, esto indica que las asociaciones encontradas en los dos trabajos
para estos marcadores son estables en diferentes variedades, pero es posible
gue la expresion del gen o genes que controlan la caracteristica sea especifica
del sitio geogréfico en el que se encuentra la variedad, dado la diferencia en el

nivel de significancia de las asociaciones reportadas por los dos estudios (CIR36
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p <0.005 yp <0.01; CIR18 p <0.01y p<0.05 para el trabajo de Piperidis et al.,

2008 y el presente estudio; respectivamente).

Una posible explicacion para las asociaciones poco significativas es, que debido a
que las caracteristicas cuantitativas pueden ser el producto de la accion aditiva de
la expresion de muchos genes, es posible que la expresion del gen al que esta
asociado el marcador tenga un pequefio efecto en la caracteristica cuantitativa
evaluada, por ende no explicaria completamente la variacion fenotipica de la
caracteristica, lo que se veria reflejado en una asociacion no significativa
estadisticamente. Para comprobar esto se realizO un analisis de regresion
logistica, que permite detectar el numero y el efecto de los marcadores asociados

a una caracteristica particular.

Todos los marcadores identificados con el analisis univariado fueron incluidos
dentro de un analisis de regresion logistica para cada una de las caracteristicas
con las que se encontraron asociados, éste analisis se realizd con el objetivo de
comprobar dicha asociacion, establecer como es el comportamiento de los
marcadores en conjunto, determinar cual es su aporte y efecto (positivo 0
negativo) a la variacion de la caracteristica en la poblacién, y si su explicacién de
la variacion de la caracteristica cambia de acuerdo a la interaccibn con otros

marcadores.
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Inicialmente se realiz6 el andlisis de regresion logistica para las caracteristicas a
las cuales se les identificO marcadores asociados significativamente con el
ANOVA, estas caracteristicas fueron, altura a los 4 meses, fibra a los 12 meses y

clorofila a los 4 meses.

En el andlisis se incluyeron los marcadores asociados estadisticamente
significativos y los demés que se encontraron asociados a la misma caracteristica
pero no estadisticamente significativos, posterior a este analisis con los
marcadores asociados estadisticamente significativos identificados por el ANOVA
se realizd la regresion logistica para las mismas caracteristicas incluyendo todos
los marcadores evaluados en este estudio, obteniéndose los siguientes

resultados:

Altura a los 4 meses

El andlisis de regresion logistica, para los marcadores identificados como
asociados a la altura a los 4 meses con el ANOVA, muestra que en conjunto los
marcadores explican el 4,32% de variacién en la caracteristica, sin embargo, el
modelo tiene un valor de p de 0,128, lo que cuestiona su significancia estadistica

(Tabla 9).
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Tabla 9. Se muestran los resultados del analisis de regresion logistica incluyendo
solo los marcadores asociados identificados con el ANOVA, para altura a los 4
meses.

Modelo estimado de regresién (Maxima probabilidad)

Error

Estimado

Parametro

Estimado

Estandar

Razoén de la
probabilidad

CIR36¢=0

-0,550372

0,397973

0,576735

CIR47a=0

-0,912422

0,320147

0,40155

BS334b=0

-0,743485

0,322755

0,475454

CIR18a=0

0,161828

0,365881

1,17566

Analisis de variacion
Source Variacién Df
Modelo [7,13449 4

p-Valor
0,1289

Porcentaje de varianza explicada por el modelo= 4,32485

Cuando se incluyeron todos los alelos evaluados en este estudio (45) en el
analisis de regresion logistica, se encontraron marcadores diferentes a los
identificados con el ANOVA, gue en conjunto explican 22,4% de la variacion de la
altura a los 4 meses con un valor de p del modelo de 0,0087, valor que soporta su

significancia estadistica (Tabla 10).

Los marcadores asociados a altura a los 4 meses, fueron CIR10a, CIR10b con
efecto positivo, CIR31c y CIR 31f, con efecto negativo; entre estos se destaca el
CIR10b, que segun la regresion logistica, cuando esta presente en el individuo

aumenta la probabilidad en 16.161 veces de que la altura incremente (Tabla 10).
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Tabla 10. Se muestran los resultados del anadlisis de regresion logistica
incluyendo todos los alelos marcadores evaluados en éste studio (45), para altura
alos 4 meses

Modelo estimado de regresién (Maxima probabilidad)

Error

Estimado

Parametro

Estimado

Estandar

Razén de
probabilidad

CIR10a=0

1,37337

0,710619

3,94862

CIR10b=0

2,7826

1,43082

16,161

CIR31c=0

-1,55516

0,774971

0,211155

CIR31f=0

-1,39365

0,664988

0,248169

Anéalisis de variacion

Source

Variacién

Df

p-Valor

Modelo

13,6053

4

0,0087

Porcentaje de variacion explicado por el modelo = 22,4617

Porcentaje de Fibra alos 12 meses

Con el andlisis de regresion logistica incluyendo los marcadores identificados con
el ANOVA, se observa que los marcadores incluidos no explican la variacion de la
fibra a los 12 meses; ademas el modelo tiene un valor de p de 1,0 lo que indica

gue no es estadisticamente significativo (Tabla 11).

Tabla 11. Se muestran los resultados del anadlisis de regresion logistica
incluyendo solo los alelos marcadores identificados con ANOVA, para porcentaje
de fibra a los 12 meses.

Modelo estimado de regresion (Maxima probabilidad)

Error Estimado
. Razon de
Parametro | Estimado | Estandar probabilidad
CG236f=0 |-0,944208 |0,295495 |0,388987
CIR15a=0 |-0,114544 ]0,304602 |0,891773
CIR32d=0 |0,486658 |0,374675 [1,62687
CIR47b=0 |-0,110294 |0,365686 |0,895571
Andlisis de Variacion
Source | Variacion | Df p-Valor
Modelo | -15,1384 4 1,0000

Porcentaje de variacion explicado por el modelo = -8,54161
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Cuando se incluyen en el andlisis los 45 alelos evaluados en este estudio, se
encuentran cinco asociados al valor de la fibra a los 12meses: CIR11b, CIR36e,
CIR52a, CIR40a, CIR32a explicando en conjunto 34,20% de la variacion de la

caracteristica en la poblacién (Tabla 12).

Los marcadores CIR32a y CIR40a tienen un efecto positivo en la caracteristica,
cuando el CIR32a esta presente en el individuo aumenta en 27,842 veces la
probabilidad de que se incremente el porcentaje de fibra a los 12 meses; cuando
el marcador CIR40a se presenta, aumenta en 15,53 veces la probabilidad de que

se incremente el porcentaje de fibra a los 12 meses (Tabla 12).

Tabla 12. Se muestran los resultados del anadlisis de regresion logistica
incluyendo todos los alelos marcadores evaluados en éste estudio (45), para
porcentaje de fibra a los 12 meses.

Modelo estimado de regresion (Maxima probabilidad)

Error Estimado
Parametro | Estimado | Estandar Razor_1 _de
probabilidad

CIR11b=0 |[-3,38125 [1,33234 |0,0340049
CIR36e=0 [-3,06115 [1,25849 |0,0468339
CIR52a=0 [-2,89476 [1,19544 |0,0553126
CIR40a=0 [2,74311 [1,18686 |15,5352
CIR32a=0 [3,32654 [1,33237 |27,842

Andlisis de variacion
Source | Variacion Df |p-Valor
Model 21,9432 5 [0,0005

Porcentaje de varianza explicado por el modelo = 34,2092
En las caracteristicas altura a los 4 meses y fibra a los 12 meses se observé que

los alelos marcadores asociados, identificados con el andlisis univariado no
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explican un porcentaje considerable de la variacion de la caracteristica para el
caso de altura a los 4 meses, y en el caso de fibra a los 12 meses no se explica
variacion, sumado a esto los modelos no son estadisticamente significativos
(altura a los 4 meses p-valor=0.12; fibra a los 12 meses p-valor = -8,54), lo que
indica que es necesario incluir mas marcadores dentro del andlisis de regresion
ya que estos, segun el andlisis, son insuficientes para explicar la variacion de la

caracteristica en la poblacién (Tablas 9 y 11).

Lo anterior se confirma al realizar el andlisis de regresion logistica con todos los
alelos marcadores evaluados en el estudio, para las mismas caracteristicas, altura
a los 4 meses y fibra a los 12 meses; con el andlisis se observa que al incluir
todos los marcadores la explicacion de la varianza aumenta en 22,4% y 34,2%
respectivamente, con modelos estadisticamente significativos (p-valor =0,0087 y

p-valor =0,0005) (Tablas 12 y 10).

Estos resultados siguen la logica de comportamiento esperada para
caracteristicas cuantitativas, donde la accion conjunta de los diferentes alelos
implicados en la caracteristica explica una mayor variaciéon que la dada por un
solo alelo, ademas se observa cdmo el comportamiento de cada uno de los alelos
esta determinado por la interaccibn con otros, esto se evidencia cuando los
marcadores identificados por el ANOVA (altura a los 4 meses: BS334b, CIR18a,
CIR36¢c, CIR47a. Fibra a los 12 meses: CG236f, CIR15a, CIR32d, CIR47b) y los

encontrados con el andlisis de regresion multiple (altura a los 4 meses: CIR10a,
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CIR10b, CIR31c, CIR 31f. Fibra a los 12 meses: CIR11b, CIR36e, CIR52a,

CIR40a, CIR32a) son diferentes.

Clorofila alos 4 meses

El resultado del analisis de regresion logistica s6lo con los marcadores

identificados con el andlisis univariado, arrojé un resultado diferente al encontrado

para altura a los 4 meses y fibra a los 12 meses. En éste los marcadores

encontrados inicialmente con el ANOVA explican 10,41% de la variacion de la

caracteristica con un modelo estadisticamente significativo (p=0.003), donde se

destacan los marcadores CIR19b y CL1608b por tener un efecto positivo en la

caracteristica (Tabla 13).

Tabla 13. Se muestran los resultados del analisis de regresion logistica
incluyendo solo los alelos marcadores identificados con ANOVA, para clorofila a
los 4 meses.

Modelo estimado de regresion (Maxima probabilidad)

Error Estimado

Parametro Estimado | Estandar eri)?).Za%ri]ligg d
CIR15a=0 -0,643032 |0,412809 |0,525696
CIR19b=0 |0,475976 0,40731  [1,60958
CIR31c=0 -0,62286 0,395929 (0,536408
CIR47b=0 [-0,0105227 |0,448475 |0,989533
CL1557d=0 [-0,395542 |0,78053 |0,673315
CL1608b=0 |0,650928 0,368512 (1,91732
CS668b=0 |-0,977059 |0,408709 |0,376416
Andlisis de variacion

Source | Variacién | Df p-Valor
Model 15,2431 7 0,0330

Porcentaje de variacion explicado por el modelo = 10,41
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Sin embargo, cuando se incluyeron todos los marcadores evaluados en este
estudio en el analisis de regresion logistica, se observa que sélo tres marcadores
CL1557d, CL1557e y CIR31c explican 16,18% de la variacion fenotipica en la
poblacién, dos de ellos ya habian sido identificados con el ANOVA (CL1557d,
CIR31c) (Tabla 14).

Tabla 14. Se muestran los resultados del analisis de regresién logistica
incluyendo todos los alelos marcadores evaluados en éste estudio (45), para

clorofila a los 4 meses.

Modelo estimado de regresion (Maxima probabilidad)

Error Estimado
Parametro | Estimado | Estandar Razon _de
probabilidad

CL1557d=0 (-16,2604 |505,776 |8,67355E-8
CL1557e=0 (15,5712 |505,777 |5,78729E6
CIR31c=0 -0,92178 [0,33971 |0,39781
Analisis de variacion

Source Variacién | Df p-Valor

Modelo 24,9947 3 0,0000

Porcentaje de variacion explicado por el modelo = 16,186

A pesar de que en el analisis de regresion logistica donde sdélo se incluyeron los
marcadores encontrados con el ANOVA y en el que se incluyeron todos los
marcadores evaluados en este estudio, muestra que los marcadores CL1557d y
CIR31c tiene un efecto negativo, difieren en la proporcién y en la probabilidad de

gue disminuya la caracteristica cuando el marcador esta presente (Tabla 15).
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Tabla 15. Se muestra la razén de probabilidad para la asociacion de los alelos
marcadores en el andlisis de regresion logistica, donde se incluyen solo los alelos
marcadores asociados identificados con el ANOVA vy el andlisis incluyendo los 45
alelos marcadores.

P : REGRESION
MARCADOR ANOVA 45 ALELOS
MARCADORES
Razon dela | p- Valor del Razon de la p- Valor del modelo
probabilidad modelo probabilidad
CL 1557d 0,673315 8,67355E-8
CIR31c 0,536408 0,0330 5,78729E6 0,0000

El hecho de que las probabilidades y proporciones de disminucion o aumento de
la caracteristica de un mismo marcador cuando esta presente varien de acuerdo
al numero de marcadores introducidos en el andlisis, como sucedid para los
marcadores CL1557d y CIR31c, asociados a clorofila a los 4 meses, y el hecho de
gue se haya identificado un marcador asociado que no habia sido detectado por
el ANOVA como sucedi6 para altura a los 4 meses y fibra a los 12 meses,
soportan lo mencionado anteriormente, con relacion a que el aporte de cada alelo
en la variacion de la caracteristica esta determinada por la interaccion con otros

marcadores.

El analisis de regresion logistica también se realizo para todas las caracteristicas
evaluadas, incluyendo los 45 alelos marcadores evaluados en el estudio, éste
analisis permiti6é identificar combinaciones de alelos que en conjunto explican una
proporcion determinada de la variacion de las caracteristicas, las combinaciones
de alelos reportadas en la tabla 16 son las que mostraron modelos

estadisticamente significativos; de estas combinaciones cabe resaltar ocho, que
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presentan porcentajes de explicacion de la variacion de las caracteristicas

mayores de 18%, asi se tienen:

. Varianza explicada

Carcateristica por el modelo p- Valor del modelo
Altura 12 meses 24,76 0,0199
Didmetro 12 1917 0,0018
meses
Humedad 13
meses 33,9 0,0001
Sacarosa 12
meses 26,91 0,0002
Sacarosa 13 34,24 0,0000
meses
Brix 13 meses 19,55 0,0004
Fibra 12 meses 34,2 0,0005
No sacarosa 13
meses 43,54 0,0000
Azlcares
reductores 12 24,27 0,008
meses

Con el analisis de regresion logistica se encontraron asociaciones que no habian
sido identificadas con el analisis univariado. Asi se encontraron asociados ocho
(8) marcadores CIR10b, CIR15b, CG319b, CIR32a, CIR36b, CIR52a, CIR11b, y
CIR10a (Tabla 16); también se detectaron marcadores asociados con diametro a
los 12 meses, en conjunto estos marcadores explicaron 19,17% de la variacion de

la caracteristica en la poblacion.
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Tabla 16. Se muestra la asociacion individual de marcadores encontrada con el
ANOVA, y las combinaciones de alelos asociados a las caracteristicas con
porcentajes de explicacion de la variacion fenotipica alta y modelos
estadisticamente significativos encontrados con el analisis de regresion logistica
(nivel de significancia para analisis de varianza: P<0.05* P< 0.01**, P<0.005 ***
P<0.001 **** P<0.0005 ***** P<0.0001 *****  AL= Altura, DM= Diametro,
CL=Clorofila, SAC= % Sacarosa, B= % Brix Cafa, HM= %Humedad, AR= %
Azlcares reductores, MS= % Materia Seca, ARE= %AzUcares recuperables
estimados, ART= % AzUcares reductores totales, FB= % Fibra, PZ= % Pureza,
NS= % No sacarosa. Para el andlisis de regresion logistica, los marcadores se
representa con color verde, el verde claro representa 4 meses, el mas oscuro 13
meses y el intermedio 12 meses).

Marcader |ligado | AL ] CL SAC BRIX HW AR MS ARE ART FB PZ NS
4 12 4 1213 4 215312131213 12 1312 13 12 13 12 13 1215 12 1312 13 12 13

BS334a -

CG319b
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CIR10b ||

CG236d = * *

CG236f | I B - "

CIR11a x *

CIR11b

CIR15a " - | i

CIR15h ||
CIRZ4a

CIR19a ||

CIR19D =
CIR31c 2

CIR31f

CIR32a | I I
CIR32b i *

CIR32c - ~ W - - o
CIR32d = == ~

CIR36a -
CIR36b

CIR36¢ = " i N S I "
CIR36d x * "

CIR36e e
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CIR40D - | s - - *
CIR47a * ||
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CIR52h -
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CL1557e x -
CL1608h | H ||

CS668b =

CS67b
CS67¢c X
CV37d
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El hecho de haber encontrado nuevos marcadores asociados que no habian sido
detectados con el analisis de varianza, puede explicarse posiblemente porque los
marcadores moleculares, como ya ha sido mencionado, varian su
comportamiento de acuerdo a su interaccion con los demés marcadores; el
analisis univariado no permite detectar esta interaccibn entre marcadores,
contrario a la regresion logistica, éste analisis permite correlacionar todos los
marcadores que aportan positiva 0 negativamente a la caracteristica y establece
el porcentaje de variacion explicado por el comportamiento conjunto de los

marcadores.
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6. CONCLUSIONES

Con el andlisis univariado se detectaron asociaciones estadisticamente
significativas de cuatro marcadores a tres caracteristicas, altura a los 4 meses
(CIR18a; p=0.0016), porcentaje de fibra a los 12 meses (CIR15a, p=0.0016) y

clorofila a los 4 meses (CIR32b; p=0.0018 y CIR1557d; p= 0.0001).

Con éste mismo analisis se confirma la asociacion de los marcadores CIR 18 y
CIR36 a brix reportados por Piperidis et al., (2008), también se encontraron
marcadores asociados a diferentes caracteristicas en diferentes edades del

cultivo con bajos niveles de significancia estadisticas.

Sin embargo el analisis de regresion logistica el cual permite determinar el
comportamiento de los marcadores en conjunto, mostré asociaciones muy

diferentes a las encontradas con el analisis de varianza realizado inicialmente.

Con el analisis de regresion logistica se observéd que el efecto de cada uno de los
alelos marcadores asociados a una caracteristica es determinado por la
interaccion entre los diferentes marcadores que se incluyen en el analisis, por

ende la identificacion de las combinaciones de alelos que potencien las
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caracteristicas importantes agronémicamente, es sensible al numero de

marcadores que se incluyan en el mismo.

En este estudio se reportan las combinaciones de alelos marcadores para altura a
los 12 meses, diametro a los 12 meses, humedad a los 13 meses, sacarosa a los
12 y 13 meses, brix a los 13 meses, no sacarosas a los 13 meses y azUcares
reductores a los 12 meses, que explican un porcentaje de variacién de la

caracteristica en la poblacion mayor de 18%.

Estas combinaciones de alelos que explican porcentajes de variacion de la
caracteristica mayores de 18% son especificas para las condiciones ambientales
gue se evaluaron en este trabajo, asi mismo, como el comportamiento de cada
alelo marcador se encontré determinado por los alelos con los que interacciona,
las combinaciones de alelos marcadores reportadas aqui también son especificas

de los marcadores evaluados en este estudio.

Posiblemente al aumentar el nUmero de marcadores y evaluarlos en conjunto
para las mismas caracteristicas se encontrardn nuevas asociaciones Yy
combinaciones de alelos marcadores que expliguen un mayor porcentaje de

variacion de las caracteristicas evaluadas.

Por ende es necesario aumentar el nimero de marcadores analizados para

ampliar la cobertura del genoma y evaluar nuevas combinaciones, incluyendo las
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reportadas en este estudio. También es necesario realizar andlisis que ademas de
mostrar el comportamiento de cada marcador en conjunto permita detectar
posibles interacciones génicas como epistasis, informacion que serd de gran
utilidad en la seleccién de combinaciones de alelos para aplicar en la seleccién

asistida por marcadores.

Con el fin de tener un mayor cubrimiento del genoma de la cafia de azucar y
teniendo en cuenta el gran desafio que representa la saturacion del mapa
genético por su tamafio y complejidad genomica, una opcion que puede ser
contemplada es la elaboracidon de mapas por mapeo comparativo con especies
estrechamente relacionadas con el género y con alta homologia con el genoma

de cafia de azucar, como arroz, sorgo y maiz,

Finalmente es necesario elaborar investigaciones que conduzcan al conocimiento
citogenético basico de las variedades de cafia de azucar colombianas, que
aporten informacion como proporcion del genoma constituido por S. officinarum y
S. spontaneum y nimero de cromosomas total (2n), informacion que aportara al
conocimiento y entendimiento de la compleja estructura gendmica de las
variedades de cafia de azucar, que serd de gran utilidad en la elaboracion del
mapa de las variedades colombianas y su aplicacion en los programas de

mejoramiento con la implementacion de la seleccion asistida por marcadores.
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Todos los resultados obtenidos en este estudio son andlisis preliminares, o
exploratorios que aportan informacion inicial sobre el genoma de la cafa de
azucar, este trabajo es un inicio de un largo camino por recorrer en el

entendimiento del genoma de la cafia de azucar de las variedades Colombianas.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuros estudios aumentar el ndmero de marcadores
moleculares microsatélites e incluir marcadores con buen nivel de polimorfismo
como los AFLP’s, incluso marcadores como los EST — SSR que serdn de mucha
utilidad en la identificacion de genes de importancia agronémica y combinaciones
de alelos marcadores que expliquen altos porcentajes de la variacién de los

componentes de produccién de biomasa y sacarosa.

Otra metodologia que se recomienda aplicar en el proceso de cobertura del
genoma es mapeo comparativo, donde se incluyan especies que tengan alta

homologia con el genoma de cafia de azucar, como arroz, sorgo y maiz.

Se recomienda realizar estudios citogenéticos que contribuyan con el
conocimiento y entendimiento del complejo genoma de las variedades de cafia de

azucar colombianas
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ANEXO A Ubicacion geografica de la hacienda Cachimbalito (ingenio
Incauca)
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ANEXO B. Método de extraccion de ADN de Cafia de Azucar (Saccharum
spp)

9.

Congelar con nitrégeno liquido 3g de hoja joven de cafia de azucar y
macerar.

Adicionar el macerado a un tubo con 12 ml de buffer de extraccion
previamente calentado a 65°C.

Adicionar 800ul de SDS 20% e invertir suavemente para homogenizar la
mezcla.

Incubar en bafio maria por 10 minutos a 65°C.

Adicionar 4000ul de acetato de potasio 5M.

Centrifugar 20 minutos a 10000 rpm/4°C.

Filtrar el sobrenadante usando gasa, ésta debe doblarse las veces que sea
necesario hasta que se pueda garantizar la completa separacion de la fase
organica de la fase acuosa.

Adicionar isopropanol frio (-20°C).en un volumen igual al que se tiene de la
fase acuosa, después de la filtracion.

Invertir tubos hasta observar el ADN.

10. Centrifugar 20 minutos a 10000 rpm/4°C.

11. Eliminar el sobrenadante.

12.Lavar el pellet con 500ul de etanol al 70%.

13. Dejar secar el pellet, aproximadamente media hora.

14.Resuspender en 500ul de buffer TE.
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15. Adicionar a cada tubo 2ul de RNAsa y colocar a 37°C por 20 minutos.
16. Cuantificar y evaluar calidad del ADN en gel de agarosa al 0.8%.
17.Almacenar a -20°C.

Nota: Antes de precalentar el buffer de extraccion adicionar 34.8ul de f-

mercaptoetanol y 1g de PVP (Polivinilpilorridona) para 100 ml.
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ANEXO C Protocolo de tincién con plata para geles de poliacrilamida

8.

9.

Sumergir el gel por 10 minutos en solucién fijadora.

Hacer dos lavados, cada uno de 2 minutos.

Sumergir el gel en &cido nitrico durante 3 minutos.

Lavar el gel con agua destilada durante 1 minuto.

Sumergir el gel en la soluciéon de nitrato de plata (AgNO3) durante 20
minutos.

Lavar el gel durante 10 segundos.

Sumergir el gel en solucion reveladora fria (12°C) hasta visualizar las
bandas.

Sumergir el gel en solucion de parada durante 3 minutos.

Lavar el gel aproximadamente 5 minutos.

Nota: EIl proceso de tincion debe hacerse con agitacion constante; todos los

lavados se hacen con agua destilada.

Preparacion soluciones de tincién:

Fijadora: en 1L de agua adicionar 200ml de etanol absoluto y 20 ml de acido

acético 100% y aforar a 2L.

Acido Nitrico: En 1L de agua diluir 30 ml de &cido nitrico y aforar a 2L.
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Plata: A 2 L de agua adicionar 4g de plata (AgNO3) y agitar hasta que esté bien
diluida.

Reveladora: Adicionar a 1,5L de agua 60g de Carbonato de Sodio, agitar hasta
disolver y aforar a 2L. Esta solucion debe usarse fria (12-14°C).

Nota. Antes de usar esta solucion adicionar 1ml de Formaldehido (H,C=0) (37%)
y 400ul de Tiosulfato de sodio.(Na;S,03). Para preparar el tiosulfato de sodio
adicionar a 25 ml de agua 0.5 g de tiosulfato de sodio y aforar a 50 ml,
homogenizar la solucion.

Parada: Adicionar a 1L de agua 100ml de acido acético y aforar a 2L.

Nota: Todas las soluciones se preparan con agua desionizada.
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