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RESUMEN. Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, en las que se inclu-
ye la variación somaclonal, han sido extendidas y actualmente, se utilizan
como fuente alternativa para la producción de variabilidad útil para el me-
joramiento vegetal. La mancha de ojo es una enfermedad de la caña de azú-
car causada por el hongo patógeno Drechslera sacchari S. que ocasiona da-
ños de interés a este cultivo, con pérdidas económicas de importancia en las
áreas afectadas. Los marcadores del polimorfismo de ADN (marcadores mo-
leculares) se han convertido en herramientas valiosas para los estudios
genéticos en plantas. En el presente trabajo, se estudió la estabilidad mole-
cular mediante RFLP y AFLP de plantas de caña de azúcar resistentes a la
mancha de ojo obtenidas previamente a partir de una variedad muy suscep-
tible, C 87-51, utilizada en la variación somaclonal y la selección in vitro.
Los análisis moleculares realizados permitieron comprobar que luego de 20 años
de obtenidos, los tres somaclones de caña de azúcar resistentes a la mancha
de ojo, CCe 83-1, CCe 83-2 y CCe 83-4, continúan mostrando patrones de
ADN diferentes a la variedad que les dio origen. Los resultados permitieron
detectar además, combinaciones de enzimas de restricción-sondas y de
cebadores, que resultan de utilidad para iniciar las trabajos de mapeo
genético en progenies resultantes de cruces entre somaclones y la variedad
donadora. Se reportan adicionalmente, marcadores moleculares de grupos
de diversidad e individuales para la identificación rápida y precisa de la
variedad C 87-51 y los somaclones CCe 83-1 y CCe 83-4.

ABSTRACT. Plant tissue culture techniques, including somaclonal varia-
tion, have been refined to the extent that they are now used as an alterna-
tive resource in plant breeding applications. Eye spot disease is caused by
Drechslera sacchari S. with seriously damage and severe economic prob-
lems to sugarcane at specific areas. Molecular markers have been very valu-
able to study genetic relations in plants. In this paper, molecular stability
(RFLP and AFLP) of resistant sugarcane plants to D. sacchari (DS toxin)
obtained previously by somaclonal variation and in vitro selection from the
high susceptible variety C 87-51 were studied. Results demonstrated that
the three sugarcane somaclones resistant to eye spot disease; CCe 83-1, CCe
83-2 and CCe 83-4; obtained 20 years before, are still showing DNA pattern
differents to the original variety. Further results permit to detect probe and
enzime and primer combinations, useful to mapping studies in progenies of
crosses between somaclones and the C 87-51. Useful group and individual
molecular markers are also reported for the rapid identification of the C 87-
51 and the somaclons CCe 83-1 and CCe 83-2.

INTRODUCCION

La regeneración de plantas me-
diante el desarrollo de las técnicas
de cultivo de tejidos vegetales in
vitro a partir de células somáticas,
debe concluir en la producción de
clones fenotípica y genéticamente
idénticos al material del que origi-
nalmente se derivan. Sin embargo,
en muchos casos, una proporción de
plantas regeneradas exhiben una
variabilidad genética importante.
Estos cambios genéticos fueron de-
finidos como variación somaclonal.1

Se ha determinado que son va-
rios los factores que pueden influir
en la aparición de plantas diferen-
tes al genotipo donante, los que van
desde las condiciones de crecimien-
to, incluidos los reguladores de cre-
cimiento presentes en los medios de
cultivo hasta el explante de partida.2

Sin embargo, mediante este méto-
do es posible la recuperación de las
plantas regeneradas y por tanto, la
variación somaclonal constituye
una fuente de variabilidad genéti-
ca.3 La variación somaclonal ha per-
mitido el desarrollo de diferentes
líneas de plantas, constituyendo
una fuente de variación útil para la
agricultura.4

Las variaciones descritas inclu-
yen cambios en el cariotipo, mutacio-
nes génicas de los genomas nuclea-
res y citoplasmáticos, inversiones,
modificaciones en los cromosomas,
reestructuraciones de genes y mu-
taciones no convencionales como
amplificaciones y los transposo-
nes.5
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El aprovechamiento de la varia-
ción somaclonal es relativamente
común en especies vegetales, como
cebada,6 frijol,7 trigo,8 guisante,9

avena,10 caña de azúcar,11,12 entre
otras. Esta biotecnología se ha uti-
lizado con eficiencia en la produc-
ción de plantas regeneradas con
hábitos de crecimiento alterados,
resistentes a enfermedades, estrés
abiótico y otros caracteres de inte-
rés.

La mancha de ojo es una enfer-
medad de la caña de azúcar causa-
da por Drechslera sacchari Subram.
que ocasiona daños de interés a este
cultivo, con pérdidas económicas de
importancia en las áreas afectadas.
Plantas de caña de azúcar resisten-
tes al hongo patógeno producido
por D. sacchari (toxina DS) fueron
obtenidas a partir de una variedad
muy susceptible11,12 y utilizando la
variación somaclonal y la selección
in vitro.

En los últimos años, se ha co-
menzado a establecer un sinergis-
mo dinámico entre el cultivo de te-
jidos y la biología molecular. En este
sentido, los marcadores del poli-
morfismo de ADN (marcadores
moleculares) se han convertido en
herramientas valiosas para los es-
tudios genéticos en plantas y en al-
gunos casos, están siendo ya em-
pleados éxitosamente en la elección
de progenitores, en la selección13 y
constituyen una alternativa poten-
cialmente atractiva en la identifica-
ción de variedades.14,15

El RFLP se ha utilizado con efec-
tividad para estos fines en más de
60 especies vegetales.14 Actualmen-
te, los AFLP y las secuencias mar-
cadas de microsatélites ofrecen va-
rias ventajas sobre el resto de los
marcadores.16

Los objetivos del presente traba-
jo fueron caracterizar molecularmen-
te a los somaclones resistentes a la
mancha de ojo, determinar combi-
naciones de enzima-sonda y de
cebadores para estudios de mapeo
por RFLP y AFLP respectivamen-
te.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron tres somaclones de
caña de azúcar, resistentes a la en-
fermedad de la mancha de ojo, CCe
83-1, CCe 83-2 y CCe 83-4, obtenidos
previamente12 y la variedad donan-
te C 87-51 muy susceptible a la en-
fermedad. Las muestras vegetales
fueron suministradas por el Banco
de Germoplasma de la Estación Pro-
vincial de Investigaciones de la
Caña de Azúcar, Matanzas.

Análisis de RFLP
El ADN genómico total de cada

genotipo se aisló a partir de hojas
liofilizadas,17 y se digirió con las
enzimas de restricción HindIII,
EcoRI y EcoRV, según las recomen-
daciones del fabricante (Amer-
sham). Las electroforesis para la
separación de los fragmentos se
realizaron en geles de agarosa 0,8 % en
estabilizador TAE (Tris acetato 40 mol/
L, EDTA 1 mol/L), y las transferen-
cias de los fragmentos a membra-
nas de nylon (Hybond N+, Amer-
sham) se realizaron por el procedi-
miento alcalino (NaOH 0,4 mol/L).
Se empleó el método de marcaje
radioactivo de las sondas con 32P y
se utilizaron juegos de cebadores
arbitrarios (Amersham).17 Los pesos
moleculares se determinaron por
comparación con el marcador de
peso molecular Raoul I (Appligene).
Se utilizaron solo las bandas poli-
mórficas, las cuales, se evaluaron de
forma binaria considerando 0 como
ausencia y 1 como presencia. La deno-
minación de las bandas consta pri-
mero de la sonda que le da origen
seguido del número de la propia ban-
da de acuerdo con la posición en la
radiografía de mayor a menor ki-
lobases.

Se utilizaron las sondas de maíz
UMC 10, UMC 85 y de caña de azú-
car SSCIR 194 en combinación con
las enzimas de restricción anterio-
res y caracterizadas por rendir un
buen polimorfismo y calidad de
marcaje en trabajos previos.

Análisis de AFLP

Para el análisis de AFLP, se uti-
lizó el juego número I del Sistema
de Análisis de AFLP, (Manual de
Instrucciones de la compañía
GIBCO BRL, Life Technologies).
Los ADN genómicos fueron digeri-
dos con una combinación de enzi-
mas, una de corte raro (EcoRI) y otra
de corte frecuente (MseI). Los frag-
mentos digeridos se acoplaron con
adaptadores específicos de doble
cadena. Luego, se realizaron ampli-
ficaciones selectivas con cebadores
específicos de una base selectiva
(EcoRI+A, MseI+C) seguidas de
otras con cebadores específicos de
tres bases selectivas (EcoRI+ANN,
MseI+CNN). Se utilizaron las com-
binaciones de cebadores E-ACC/M-
CTG y E-AGC/M-CAA y se tuvo en
cuenta la buena calidad de revela-
do mostrado por ellas en experi-
mentos previos.18

Los ADN amplificados fueron
desnaturalizados mediante la adi-
ción de un volumen igual de diso-

lución estabilizadora de formamida
(formamida 98 % (v/v), 10 mmol/L
EDTA, pH 8,0, 0,05 % bromo-fenol
azul (p/v), y 0,05 % xilencianol (p/v);
fueron calentados durante 5 min a
93 oC, colocados y enfriados en hie-
lo rápidamente. Los fragmentos
amplificados se separaron por elec-
troforesis en geles de poliacrilami-
da al 6,5 % en condiciones desnatu-
ralizantes.

Los patrones de AFLP se visua-
lizaron utilizando el método de
tinción con plata de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Pro-
mega Cat. # TMD005). Los geles se
leyeron de forma visual y las ban-
das polimórficas se evaluaron de
forma binaria con 1 y 0 para la pre-
sencia o ausencia respectivamente.
La talla de las bandas se obtuvo por
comparación con un patrón de peso
molecular de 100 pb. La denomina-
ción de las bandas consta primero
del número de la combinación de
cebadores a la que pertenece y des-
pués de la propia banda en dicha
combinación.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterización molecular me-
diante RFLP

Las siete combinaciones enzi-
mas sondas utilizadas (CES) produ-
jeron un total de 33 fragmentos que
mostraron buena calidad luego del
marcaje y cuyo tamaño osciló des-
de 10 y los 20 kb, de este total de
bandas, 13 mostraron polimorfismo
entre los genotipos estudiados para
un 39,4 %.

El análisis mediante RFLP rea-
lizado permitió detectar la presen-
cia de los dos tipos de descriptores
reportados por Cornide y col.,19 mar-
cadores de grupo (G) e individuales
(I) en los genotipos estudiados, sin
embargo, resulta interesante el he-
cho de que estos dos tipos de mar-
cadores están bien tipificados. Los
marcadores de grupo corresponden
solamente a fragmentos presentes
solo en los somaclones, mientras
que las bandas para la caracteriza-
ción individual solo se observan en
la variedad donante C 87-51, por lo
que es imposible la identificación
individual de las variantes somaclo-
nales con las CES utilizadas en este
trabajo (Tabla 1).

Resultados similares a los al-
canzados en este trabajo han sido
reportados por otros autores,20

quienes después de estudiar más
de 30 marcadores RFLP nucleares,
mitocondriales y de cloroplasto, no
detectaron variantes somaclonales
en 63 plantas de paso regenera-



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 36, No. 2, 2005.

87

das a partir de callos embriogé-
nicos.

Este resultado puede deberse,
entre otros factores, al menor por-
centaje de polimorfismo reportado
para los marcadores RFLP, lo que ha
sido extensamente revisado,16,21,22 y
en segundo lugar, al limitado núme-
ro de CES utilizadas. Adicionalmen-
te, una combinación de ambos fac-
tores no debe descartarse, lo que
puede limitar la utilidad de este tipo
de marcador para la identificación
varietal, en especial, en genotipos
que se espera sean similares entre
sí.

Se conoce además, de las limita-
ciones de los RFLP relacionadas
con el tiempo necesario para la ob-
tención de resultados el cual oscila
entre los 7 y los 15 d en dependen-
cia de la calidad de las hibridizacio-
nes y a ciertas dificultades técni-
cas.23

No obstante, en caña de azúcar,
los RFLP han resultado de utilidad
para la identificación individual y
de grupos de diversidad molecular
de clones ancestrales y silvestres
del complejo Saccharum,19,24-27 y
constituye un requisito esencial
para el inicio de los trabajos de
mapeo genético en varias especies
vegetales incluida la caña de azúcar.
En este sentido, los marcadores
RFLP reportados en el presente tra-
bajo ofrecen las primeras combina-
ciones enzima-sondas para el inicio
de esos trabajos en progenies deri-
vadas del cruce entre cualesquiera
de los somaclones y la variedad
donadora.

Caracterización molecular me-
diante AFLP

Las dos combinaciones de cebado-
res utilizadas produjeron un total de
40 fragmentos polimórficos que mos-
traron buena calidad luego del re-
velado (Fig. 1), y cuyo tamaño osci-
ló desde 89 hasta 270 pb, de este to-

tal de bandas 13 mostraron polimor-
fismo entre los genotipos estudia-
dos para un 32,5 % de polimorfismo.

El análisis mediante AFLP rea-
lizado permitió detectar nuevamen-
te la presencia de los dos tipos de
descriptores reportados previamen-
te,19 marcadores de grupo (G) e indi-
viduales (I) en los genotipos estudia-
dos. De acuerdo con los resultados
mostrados (Tabla 2) puede observar-
se nuevamente una tendencia a ser
mayoritarios los marcadores para la
identificación individual de la varie-
dad donante C 87-51, sin embargo,
mediante AFLP es posible identifi-
car dos de los tres somaclones estu-
diados.

El resultado anterior es coinci-
dente con el planteamiento de va-
rios autores en relación con las po-
tencialidades de los AFLP y de otros
tipos de marcadores derivados de

estos para la identificación varietal.28

En este sentido, otros marcadores
obtenidos por amplificación han
sido de gran utilidad como los RAPD
para la caracterización molecular de
somaclones de papa regeneradas a
partir de protoplastos.29

El análisis de agrupamiento rea-
lizado a partir de las bandas poli-
mórficas independientes de ambos
tipos de marcadores mostró la pre-
sencia de un solo grupo de diversi-
dad formado exclusivamente por
las variantes somaclonales con una
estabilidad media (60,8 %), diferen-
te a la variedad donante C 87-51. Se
destaca además, la presencia de un
subgrupo formado por los somaclo-
nes CCe 83-1 y CCe 83-4 con una es-
tabilidad elevada (94,3 %) (Fig. 2).

Teóricamente, la regeneración
de explantes a partir de tejidos debe
resultar en la producción de clones

Fig. 1. Ejemplo de un AFLP parcial obtenido con las dos combinaciones de cebadores
utilizadas. Los fragmentos oscilaron entre 89 y 270 pb.

Tabla 1.  Bandas diferenciales individuales y de grupo obtenidas por RFLP de la variedad de caña de azúcar y sus somaclones.

U10H1, U10H3; U85V4; S194I3, S194I4, S194I5; U85H2; S194H4; U10V3, U10V4: fragmentos de las CES UMC 10-Hind III.
UMC 85-EcoR V, SSCIR 194-EcoR I.    UMC 85-Hind III.   SSCIR 194-Hind III y UMC 10-EcoR V respectivamente.

Bandas diferenciales individuales. Bandas diferenciales de los grupos de diversidad molecular.

4,8               4,3              6,0               5,1              4,8             3,3               5,3              3,7              5,6            4,8

opitoneG selaicnerefidPLFRsadnaB

1H01U 4V58U 3I491S 4I491S 5I491S 3H01U 2H58U 4H491S 3V01U 4V01U

15-78C 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1

1-38eCC 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0

2-38eCC 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0

4-38eCC 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0

)bk(ralucelomoseP
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similares a la planta donante, lo que
se refiere a que deben ser idénticas
genotípica y fenotípicamente a la
planta donadora. En este sentido,
los resultados moleculares presen-
tados en este trabajo apoyan la hi-
pótesis de que durante las fases de
cultivo in vitro ocurren anormalida-
des cromosómicas que provocan la
aparición de variantes en las plan-
tas regeneradas.4

El comportamiento de estas va-
riantes somaclonales de caña de
azúcar, luego de 20 años de su ob-
tención, demuestra que la variación
somaclonal es capaz de proporcio-
nar variaciones estables y de utili-
dad para el desarrollo agrícola.

Por otro lado, se demuestran las
potencialidades de los AFLP para la
identificación varietal a partir de la
detección de tres fragmentos dife-
renciales que permiten identificar
a dos de los somaclones. El CCe 83-
4 se caracteriza por ser el único por-
tador de los fragmentos H59 y H63
de 200 y 183 pb respectivamente,
mientras que que el somaclón CCe
83-1 es el único portador del frag-
mento H73 de 100 pb.

Resulta interesante además, que
para las CES y combinaciones de
cebadores evaluadas en este traba-
jo, sea mayoritaria la presencia de
fragmentos para la identificación
individual con la detección de un
solo marcador de grupo, en este
caso, correspondiente a las varian-
tes somaclonales y que los marca-
dores individuales detectados, ex-
cepto los AFLP mencionados ante-
riormente, correspondan a marca-
dores de la variedad C 87-51.

Los marcadores AFLP reportados
aquí, al igual que las CES utilizadas,
resultan de utilidad para futuros tra-
bajos de mapeo en progenies deriva-
das de cruces entre somaclón y do-
nante.

CONCLUSIONES

 Los análisis de RFLP y AFLP
realizados permitieron corroborar
que luego de 20 años de obtenidos,
los somaclones de caña de azúcar
resistentes a la enfermedad de la
mancha de ojo, continúan mostran-
do patrones de ADN diferentes a la
variedad que les dio origen C 87-51.
Se reportan marcadores molecula-

res de grupos de diversidad e indi-
viduales para la identificación rápi-
da y precisa de los materiales estu-
diados, así como las combinaciones
de enzimas de restricción Hind III,
EcoR V y EcoR I con las sondas
UMC10, UMC85 y SSCIR194, que
resultan de utilidad para iniciar las
trabajos de mapeo genético en pro-
genies resultantes de cruces entre
somaclones y la variedad C 87-51.
De forma similar, se reportan las
combinaciones de cebadores E-
ACC/M-CTG y E-AGC/M-CAA para
la saturación de mapas de marcado-
res moleculares resultantes de las
progenies anteriores mediante
AFLP.
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