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RESUMEN. Se estimé la similitud genética de un grupo de 21
genotipos de caia de azicar con diferente grado de parentesco me-
diante cinco indicadores, cuatro de los cuales se basaron en los pa-
trones de RFLP de 11 combinaciones enzima-sondas. La propor-
cion de variantes comunes entre los genotipos y los testigos no em-
parentados oscild entre 0,18-0,52, evidenciindose esta fuente de
sesgo por sobreestimacion de la similitud genética en la cafia de
azicar. Los indicadores ajustados dieron estimados negativos en
algunas combinaciones por lo que controlaron parcialmente este
sesgo. No hubo correlacion entre el coeficiente de consanguinidad
y los indicadores estudiados. Estos resultados indican la presencia
de otras fuentes de sesgos debidas a la contribucion desigual de los
genotipos parentales a los de la progenie. Se caracterizaron tres
grupos de genotipos por sus patrones de 9 sistemas RFLP.

ABSTRACT. RFELP analysis was performed on 21 sugarcane
genotypes with different degrees of genetic relatedness. Genetic
similarity was estimated using four indexes based on RFLP pat-
terns and the coefficient of coancestry. The average proportion of
shared molecular marker variants between non-related genotypes
oscillated between 0.18-0.52, evidencing the presence of this type
of bias. The absence of correlation between the coefficient of
coancestry and the RFLP genetic distance estimates in sugarcane
was not unexpected as the former has limited uses in many crops
due to the violation of some of the genetic assumptions for its cal-
culation. A cluster analysis was performed on pairwise dissimilar-
ity values between all genotypes resulting in the aggregation of
genotypes into three groups. A synthetic picture of the molecular
characteristics of these groups by 9 RFLP patterns was obtained
performing iteratively four factor analysis of correspondences tak-
ing rare bands as inactive variables.

INTRODUCCION

El conocimiento de las relaciones genéficas entre variedades
y espedies permie elegir progenitores, asi como evaluar y caracteri-
zar los recursos genéticos disponbles para hacer un uso efidente
de la variabilidad genética.1 El coeficiente de Malcot se ha em-
pleado tradicdonalmente para elegir progenitores y establecer las
distancias genéticas mirimas para la proteccion varietal. Sin em-
bargo, su estimacion precisa esta limitada por la naturaleza
genética de muchos cultivos, la complejidad de los esquemas de
cruzamiento o el desconocimiento de las genealogias.

Los marcadores moleculares, ofrecen estimaciones di-
rectas del polimorfismo del ADN a través del analisis de RFLP
y han sido usados exitosamente en muchos cultivos como via
de estimar la similitud genética entre varios genotipos to-
mando en cuenta una amplia cobertura de sus genomas.“’
Las relaciones genéticas asi establecidas, se basan en la pro-
porcion de variantes moleculares comunes por lo que pueden
estar sobreestimadas por la presencia de variantes genéticas
iguales en estado, pero no idénticas por descendencia (ibd).

La taxonomia, genética y mejoramiento de la cafa de
azicar son extremadamente dificiles por su complejidad
genética,6 el lento progreso del mejoramiento en este cultivo
se ha relacionado con la estrechez de la base genética de los
progenitores modernos.”

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar la efi-
ciencia de cinco indicadores para la estimacion de las relacio-
nes genéticas en la cafna de azucar.

MATERIALES Y METODOS

Para los fines del trabajo, se escogieron veintiin geno-
tipos de cafia de azucar con diferente grado de parentesco
(fag 0-25) (Tabla 1), procedentes del Banco de Germoplasma

del Instituto Nacional de Investigaciones de la Cafa de
Azucar en Matanzas, los cuales fueron analizados por RFLP,
obtenidoscon 11 combinaciones(CES) de las enzimas EcoR V,
Hind Ill y BamH | con las sondas heterdlogasE10y P11 (ADN
cloropléasticoarroz), CSU 70(AD N citoplasmético maiz) y GL 26
(ADN ribosomal maiz), a fin de limitar el sesgo de contribucion
parental desigual por seleccién. Las bandas diferenciales se
evaluaron de forma binaria. El grado de similitud genética fue
calculado para cada una de las combinaciones posibles entre
pares de genotiposmediante las proporcionescomunes de ban-
das (SG) y de patrones o variantes de RFLP considerando
cada CES como un locus RFLP ( Sag).

Se llevd a cabo un estudio comparativo de estos indi-
cadores y dos ajustados para el sesgo de |la variacion comun
entre genotipos no-emparentados (sag): (fMAB) propuesto por
Bernardo® yS 'ag, como la diferencia entre Sag ys as. Los coe-
ficientesde consaguinidadse estimaron por genealog ia.

Los estimados de similitud genética asi obtenidos fueron
comparados para cada una de las combinaciones mediante el
coeficiente de correlacion de rangos de Sperman (rs) y por la
frecuencia relativa de genotipos con agrupamiento coinci-
dente segun los analisis multivariados.

Las relaciones genéticas entre el material estudiado
fueron analizadas empleando las distancias respectivas medi-
ante analisis de componentes principales y de conglomerados
con el algoritmo de las medias ponderadas, por presentar el
coeficiente cofenético mas adecuado. Los valores negativos
de f"aB ¥S 'aB se consideraron cero.

Los patrones de bandas diferenciales fueron analizados
mediante analisis factorial de correspondencia simple (FAC)
para caracterizar los patrones y determinar los RFLP de
mayor peso en la diferenciacion.



TABLA |
Genotipos empleados

Nombre Cadigo Nombre Cadigo
POJ 2878 (1) Fiji (12)
PSA 96 (2) Morada (13)
POJ 213 (3) CP 29-116 (14)
POJ 2725 (4) CP 44-101 (15)
BH (10)12 (5) Co 244 (16)
B 42231 (6) Co 312 (17)
C 431-62 @) US 1694 (18)
B 37161 (8) C 45-52 (19)
C 157-74 (9) B (30) L7 (20)
Co 421 (10) Kassoer (21)
CP 11-65 (1)

El calculo de los indicadores genéticos se realizé medi- RESULTADOS Y DISCUSION

ante el paquete MAT-GEN'® escrito en GW-BASIC, el cual
permite estimar relaciones genéticas entre pares de genotipos
empleando caracteres de forma binaria, incluyendo en el
analisis varios tipos de indicadores y controlando el sesgo por
presencia de variacion comun entre genotipos no emparen-
tados. Los restantes procesamientos estadisticos se efectu-
aron con los paquetes STATITCF V. 4.0y NTSys.

Las CES empleadas mostraron un alto polimorfismo: se
encontraron 81 variantes de RFLP, 21 de éstas representa-
dasp or genotiposu nicos, en numero de2a2 Op orC ES y un
promedio de 7,4 por cada uno.

En las tablas Il y |ll, se presentan los estimados de simili-
tud genética de las 210c ombinaciones diferentes entre pares
de genotipos estudiados.

TABLAII
Estimados de similitud basados en la proporcion de bandas (SG) y variantes (S as) comunes de RFLP
entre cada par de los genotipos estudiados

SG SaB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2021
1 64 455 5 554 5 364 5 274 5 455 52 71 85 55 55 55 53 64 54 5
2 78 55 556 73 55 45 45 36 45 36 45 27 56 55 45 45 27 45 36
3 85 77 82 64 55 64 64 55 36 27 36 18 36 36 36 36 27 27 27
4 84 76 9064 45 64 B4 55 36 27 36 18 3 36 36/ 36 27 27 27
5 75 91 79 81 55 55 55 45 45 36 45 27 55 55 45 45 27 45 36
6 75 66 78 84 73 45 55 27 36 36 36 36 036 36 36 36 27 27 27
7 76 67 82 81 68 83 55 64 27 18 27 9 9 27 27 2y 2v 27 18 18
8 766 758 1 678 804 5 27 27 27 18 92 73 63 63 62 71 81 8
9 667 4 716 9 766 7 816 7 45 273 61 81 83 63 63 63 61 82 72 7
10 71 84 67 65 81 66 63 B2 75 45 B4 36 18 64 55 64 64 18 45 45
il 68 79 60 54 75 51 56 58 67 78 55 36 9 55 64 55 55 36 45 45
12 69 75 61 58 74 67 60 67 65 76 83 3 18 73 64 73 73 27 55 55
13 48 68 44 36 69 43 37 45 55 71 79 77 27 3 36 36 36 9 27 27
14 48 56 40 39 49 43 M 36 45 58 54 58 54 27 18 18 18 18 18 18
15 61 83 63 60 82 64 56 54 69 82 76 84 T3 67 73 73 73 27 64 55
16 70 83 69 70 86 68 62 64 78 85 74 75 67 56 90 73 73 27 64 55
17 72 82 74 73 82 65 56 58 4l 81 68 69 60 54 83 89 82 27 55 55
18 74 80 75 71 83 66 60 59 75 82 71 70 61 55 84 90 96 3 55 55
19 64 79 66 58 76 55 60 52 74 73 70 66 58 67 79 77 T 80 18 27
20 67 88 €8 61 78 50 60 49 76 80 7% 77 67 64 86 79 81 80 80 64
21 62 B2 67 62 77 59 55 49 67 76 71 72 65 62 88 78 B5S B4 TV 09N

1...2 1 Genoctipos de cafia de azlcar.
SG Coeficientes de similitud genética (X100) (Triangular inferior).a



TABLA Il
Estimados de similitud genética ajustados para los sesgos por 3AB y fag

S'as MaB
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 183 14 15 16 17 18 19 2021
1 326 22 24 3 -2 12 -19 -2 3 20- 18 -19 9 12 12 12536
2 17 20 20 53 17 M 10 -7 -5 -18 2 -21 -36 6 9 -9 -9 -1 1 -13
3 3 11 70 42 24 44 44 20 13 -22 6 27 27 -20 A7 17 17 -4 -22 -19
4 13 M 43 42 8 44 44 29 -3 -22 -6 27 -27 -20 47 17 17 -4 22 -19
5 14 3 26 26 25 32 32 17 6 4 11 -10 -25 17 19 3 3 2 11 -2
6 2 10 14 5 16 15 28 -16 -16 -10 -9 -1 43 24 -20 -20 -20 6 -25 -22
7 -1 29 29 22 9 35 47 -19 -28 -13 -32 20 -26 -23 -23 -23 2 -28 -25
8 7 29 29 21 18 24 20 -20 -5 -14 -19 -20 -28 -9 -9 -9 2 -29 -26
9 -2 -4 19 19 11 -10 32 13 8 -16 0-21 10 14 11 11 11 12 -16 -14
10 -1 -3 -7 -7 3 -9 12 -2 5 1 34 6 -22 25 9 27 27 -25 1 3
11 2 9 13 -13 -3 6 -18 -9 100 22 -1 -30 12 A 14 14768
12 12 1 -4 -4 Fi -5 -8 - -1 19 13 0-16 48 32 49 49 - 22 24
13 11 13 A7 17 -7 -1 22 13 -14 -4 -1 0 3 13 10 10 -10 -24 -15 -3
14 -13 -24 -19 19 18 -30 -15 -15 7 -15 21 -1 -2 -15 26 -26 -26 2 17 -14
15 5 3 -1 -11 9 -12 -15 -16 -8 12 25 -7 -9 41 4 41 -17 29 14
16 6 5 -8 -9 11 11 -14 =5 -6 5 17 17 6 -17 19 43 43 -15 31 17
17 6 5 9 9 1 11 14 5 6 14 26 -6 -17 19 21 62 -15 14 17
18 6 5 -9 9 i 11 -14 -5 6 14 26 6 -17 19 21 30 014 33
19 3 7 43 -3 4 -4 2 1 9 -16 4 17 4 11 9 9 -8 19 -4
20 2 0O 13 13 6 -15 -18 -18 -10 03 13 10 12 15 17 8 8 -13 39
21 3 7 12 12 -1 13 -16 -17 -9 2 5 15 -8 -10 8 9 9 18 -3 -23
1...2 1 Genotipos de cana de azlcar empleados.

fl\l'l

Sae Indicador ajustado (Sas — dag) X 100 (Triangular superior).

De éstas el 47 % no tiene relacion genética conocida
(fap = 0); el 44 % presenta nexos lejanos (0< f<0,125) yel 9
% restante tiene valores de f superiores (0,125 < f < 0,25).

Es bien conocido que el indicador Sag brinda estimados
sesgados del coeficiente tedrico de coancestria (fas)e ne spe-
cial, entre genotipos lejanamente relacionados y que el sesgo
aumenta con el incremento de la proporcion de variantes
RFLP comunes entre lineas no-emparentadas (8ag).'”'#'% 1%

En las condiciones de este trabajo, el coeficiente de con-
sanguinidad promedio fue de fap = 0,05 y los de los indi-
cadores SG, Sas, fas yS 'as de 0,7; 0,4; 0,1 y 0,06, respecti-
vamente. Los valores notablemente menores de los dos ulti-
mos (Tabla ), corrigieron dap (0,18-0,52) (Tabla 1V), dando
valores negativos en el 54 y 55 % de las combinaciones, re-
spectivamente.

Bernardo considera que estimados negativos de Mag
pueden atribuirse a valores nulos o bajos de fag, 0 a la so-
breestimacion de dag. Este indicador dié valores negativos en
el 65 % de los casos con algin grado de parentesco. Por otra
parte, los valores esperados de fag en la cafa de azlcar son
poco precisos debido a la complejidad de los esquemas de
nobilizacion y de su naturaleza genética por lo cual se violan
varias premisas resultando en la desigual contribucion de los
padres al genotipo de la progenie y en la presencia de ban-
das RFLP en diferentes dosis.

La sobreestimacion de sag se vio confirmada con el
aumento de valores negativos de S'ap (76 %) con relacion a
ag en combinaciones emparentadas, demostrando también
un control parcial e inadecuado de este sesgo.

ae Estimados ajustados de similitud genética X 100 (Triangular superior}.9

La comparacion de los estimados de similitud geneética
de las combinaciones de pares de genotipos, consideradas
en su totalidad, o por grado de parentesco arrojé estimados
de correlacion de rangos (rs) no significativos entre éstos y la
fag, lo cual evidencia la presencia de otras fuentes de sesgo
no contempladas y ratifica que no pueden ser usados para
calcular el grado de consanguinidad (Tabla V). Hubo corre-
lacion alta entre los dos indicadores ajustados y moderada,
entre éstos y SG. A pesar de la ausencia de correlacion de
los valores Sag con los de los indicadores ajustados mostro
con éstos las mayores proporciones de coincidencia entre los
agrupamientos multivariados.

En la figura 1 se presentan los genotipos agrupados
segun los estimados de distancia genética. Pueden obser-
varse tres grupos:

Grupo I. Abarca genotipos con grados de parentesco, en
su mayoria, lejanos (f < 0,063), mostrando la mayor similitud
genética dentro de grupo (Tabla V). Se caracteriza por tener
relaciones de parentesco sélo con parte de la poblacion.

Grupo |l. Esta formado por los genotipos con menores
saB Y la linea no-emparentada. Presenta las mayores distan-
cias promedio.

Grupo lll. Agrupa los restantes genotipos los cuales
guardan nexo de parentesco con la mayoria de la poblacion.

Se puede observar que los testigos no-emparentados 5,
12 y 13 se distribuyen sobre la base de las caracteristicas
comunes de sus variantes RFLP en los grupos anteriores
para los indicadores moleculares. Los genotipos 1, 4, 7, 9, 15,
16, 17, y 18 mantuvieron grupos estables para todos los indi-
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cadores moleculares, coincidentes con sus valores de fag,y
de forma similar, el 2, con una excepcion. Los genotipos 3, 6,
8, 13, 14, 20y 21 mantuvieron un agrupamiento estable solo

La estabilidad de los tres grupos puede ser explicada
principalmente por la caracteristica de mantener los indi-
viduos de cada grupo patrones de RFLP similares entre ellos

para los indicadores moleculares. Los grupos de los indi- para las combinaciones enzima de restriccion-sonda
cadores ajustados coincidieron totalmente. evaluadas.
TABLA IV

Distancias genéticas basadas en RFLP de los genotipos estudiados con relacion
a las testigos no emparentados

Genotipos 1-6i Genotipos 1-8i
1 0,55 12 0,59
2 0,52 13 0,68
3 0,61 14 0,82
4 0,61 15 0,45
5 0,64 16 0,48
6 0,58 17 0,48
7 0,70 18 0,48
8 0,69 19 0,79
9 0,67 200 58

10 0,52 21 0,61
11 0,58

& Proporcion promedio de variantes RFLP compartidas entre el iésimo genotipo

y los genotipos no relacionados.® '# '3

TABLA V
Correspondencia entre los indicadores de similitud genética de las combinaciones
de pares de genotipos estudiados

i faB Mag S'a Sas SG

B mas 1,00 0,15 0,11 0,13 0,07

fag 0,48 1,00 0,94 0,04 0.68"

S'aB 0,48 1,00 1,00 0,02 0,67

S 0,48 0,90 0,90 1,00 0,03

SG 0,43 0,86 0,86 0,76 1,00

Triangularsuperior : Coeficiente de correladdn de rangosde Sperman (rs).

Triangular inferior: Frecuencia relativa de genotipos con agrupamiento coincidente.

* Significativo para P < 0,05.
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Fig. 1. Dendogramas representatives de la distibudén de los genoipos estudiadosseglnlos estimados de distandas genéticas F, DP y FM.
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TABLA VI
Valores promedios de los indicadores de similitud genética de los grupos de genotipos

Poblacion SG Sas S'ap Mag fas
Grupo | 0,73 0,46 0,07 0,12 0,04
Grupo |l 0,62 0,27 0,01 0,02 0,05
Grupo 0,09 0,41 0,07 0,11 0,06

Dentro grupos
Grupo | 0,82 0,64 0,15 0,30 0,04
Grupo Il 0,64 0,23 0,01 0,02 0,08
Grupo Il 0,76 0,53 0,18 0,25 0,06
Entre grupos
Grupos |-l 0,68 0,33 0,05 0,03 0,04
Grupos I-lll 0,69 0,37 0,01 0,02 0,05
Grupos -1l 0,55 0,30 0,002 0,003 0,06

En la figura 2 se presentan los ejes principales del
analisis factorial de correspondencias realizado con las 15
bandas polimorficas de mayor contribucion a su diferen-
ciacion segun los analisis previos por subgrupos de CES. Los
tres primeros ejes responden por el 57,2 % de la variabilidad.
En el eje 1 tienen las contribuciones relativas mayores a la in-
ercia explicada por éste y una mejor calidad de repre-
sentacion, las bandas polimorficas a5, d4 y ¢11 (Bam HI-p11;
Bam HI-CSU 70 y Bam HI-GL26) con el 21, 17 y 14 %; y en el
eje 2 las bandas a15, b13 y ¢8 (Eco RV-E10; Eco RV-GL26 y
BamHI-GL26 con el 19, 17 y el 14 %, respectivamente. Puede
observarse que el grupo lll se caracteriza por presentar las
bandas a5 y d14 (eje 1) en tanto que la mayoria de los geno-
tipos de los otros dos grupos expresan las bandas c11 y e3.
El mayor polimorfismo basado en la conformacion de estas
bandas se presenta en el grupo |. Los miembros del grupo Il
tienen un patron similar para las tres bandas mas importantes
dele jelye 3.

Fig. 2. Representacion grafica de los genotipos estudiados seguin el
analisis factorial de correspondencias simples (FAC) de las quince
bandas polimorficas de mayor contribucion a su diferenciacion.

CONCLUSIONES

La presencia de variantes RFLP comunes entre geno-
tipos no-emparentados (6ag) conduce a la sobreestimacion de
los estimados de similitud genética por lo que debe tenerse
en cuenta en estudios de caracterizacion genética de la cana
de azcar.
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Los indicadores ™ag y S’AB, no controlaron este sesgo
adecuadamente, obteniendose estimados negativos en com-
binaciones con y sin grado de parentesco.

La comparacion de los rangos de las combinaciones de
pares de genotipos entre los estimados de f MAB yd eS 'AB y
los valores esperados de fag mostro la ausencia de corre-
lacion entre éstos, confirmando la presencia de otros sesgos
que impiden estimar con precision fag y el uso de éstos como
indicadores de la verdadera proporcion de alelos (ibd) entre
dos genotipos de cana.

Las distancias genéticas basadas en estimados de los
indicadores estudiados permitieron diferenciar en tres grupos
de genotipos mediante 9 bandas polimérficas de siete CES.
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