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La región del espaciador interno transcrito (ITS), es fácil de
amplificar por sus numerosas copias presentes en el genoma
vegetal, pero no se reportan investigaciones de esta región en la
especie forrajera Cenchrus purpureus. El presente estudio tuvo
como objetivo identificar mediante Reacción en Cadena de la
Polimerasa (PCR) un fragmento de la región ITS del ADN
ribosomal del núcleo en C. purpureus mediante los cebadores ITS1/
ITS4 y compararlo con dos muestras de Urochloa spp. En el
estudio molecular se emplearon muestras de ADN de 62 accesiones
de C. purpureus del banco de germoplasma de pastos y forrajes,
pertenecientes al Instituto de Ciencia Animal y dos muestras de
accesiones de Urochloa spp. del Programa de Recursos Genéticos
de la Alianza de Bioversity International y el Centro Internacional
de Agricultura Tropical. El ADN de las 62 accesiones de
C. purpureus y muestras de Urochloa spp., amplificaron con los
cebadores ITS1/ITS4. Los productos de amplificación revelaron
una banda polimórfica nítida en los geles para cada accesión y
tamaño aproximado de 1000 pb en C. purpureus y 850 pb en
Urochloa spp. Los cebadores determinaron diferencias en las
amplificaciones entre las muestras de C. purpureus y Urochloa spp.
aunque no demostraron variabilidad entre accesiones de la misma
especie. Estos marcadores moleculares se pueden utilizar para
comprobar la amplificación, mediante PCR, de muestras de ADN
de C. purpureus y en la diferenciación de especies en géneros de
Poaceae.
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The internal transcribed spacer (ITS) region is easy to amplify due
to its numerous copies present in the plant genome, but there in not
researchers of this region in the forage species Cenchrus purpureus.
This study aimed to identify by Polymerase Chain Reaction (PCR)
a fragment of the ITS region of the ribosomal DNA of the nucleus
in C. purpureus using the primers ITS1/ITS4 and compare it with
two samples of Urochloa spp. The molecular study used DNA
samples from 62 C. purpureus accessions from the grass and forage
germplasm bank belonging to Instituto de Ciencia Animal and two
samples of Urochloa spp. accessions from the Genetic Resources
Program of the Alliance of International Bioversity and the
International Center for Tropical Agriculture. The DNA from the
62 C. purpureus accessions and Urochloa spp. controls were
amplified with ITS1/ITS4 primers. The amplification products
revealed a clear polymorphic band in the gels for each accession
and an approximate size of 1000 bp in C. purpureus and 850 bp in
Urochloa spp. The primers determined differences in amplifications
between samples of C. purpureus and Urochloa spp. although they
did not show variability between accessions of the same species.
These molecular markers can be used to verify PCR amplification
of C. purpureus DNA samples and to differentiate species in
Poaceae genera.
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Introducción

Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone con
anterioridad Pennisetum purpureum, es una de las gramíneas
forrajeras más relevantes en sistemas ganaderos tropicales y se
destaca su empleo en la alimentación de rumiantes mediante el
corte o pastoreo. Además, se reportan otros usos como planta
ornamental y medicinal, en la industria se emplea su fibra para
la fabricación de papel y como biocombustible (Nguyen et al.
2021, Tan et al. 2022, Wessapak et al. 2023 y POWO 2025).

En el Instituto de Ciencia Animal (ICA) de la República de
Cuba, se conservan accesiones de C. purpureus desarrolladas
mediante el programa de mejoramiento genético de este
género orientado a incrementar la producción de biomasa,
calidad nutricional y tolerancia a estreses abióticos como
la salinidad y sequía (Herrera 2022, Fortes et al. 2023 y
Álvarez et al. 2024). Esta colección se evaluó en cuanto
a producción de forraje y respuesta al pastoreo mediante
indicadores morfológicos y de calidad (Herrera et al. 2019)
y marcadores moleculares como las isoenzimas, la Secuencia
Simple Repetida (SSR) y regiones entre secuencias simples
repetidas (ISSR) (Cruz et al. 1993, González y Martínez 2019
y Álvarez 2021).

Los marcadores moleculares son herramientas
fundamentales para caracterizar la diversidad genética,
optimizar la conservación de germoplasma y diseñar
estrategias de selección asistida (Özbek 2024). En la
actualidad existen cebadore específicos para estudiar la
diversidad genética en plantas como son los marcadores de
código de barras de ADN vegetal rbcL y matK los cuales
se emplean en estudios filogenéticos en plantas con flores
y coníferas (de Vere et al. 2012 y Jones et al. 2021). Sin
embargo, existen otros marcadores obtenidos de la región ITS
(Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal nuclearse,
que destacan por su utilidad en la identificación de diferentes
niveles evolutivos como son los hongos, bacterias y plantas,
en este último resalta su empleo en estudios filogenéticos a
nivel de género y especie debido a su alta tasa de sustitución
nucleotídica y amplia disponibilidad en bases de datos
(Alaklabi 2021).

En Poaceae, esta región ha esclarecido relaciones
taxonómicas en géneros como Sorghum (Sun et al. 1994),
Urochloa (González y Morton 2005), Chloris (Liao et al.
2020), Phalaris (Al Rahbawi et al. 2021) y la especie
Cenchrus americanus (L.) Morrone (Almutairi 2021). Sin
embargo, no se informan estudios, en la literatura consultada,

donde se utilicen los cebadores ITS en C. purpureus,
lo cual limita su información genómica, lo que a su
vez restringe su aplicación en estudios filogenéticos y de
diversidad intraespecífica, y su manejo en programas de
mejoramiento genético.

En Cuba, los estudios mediante marcadores moleculares en
C. purpureus son escasos y se han centrado en marcadores
tradicionales, limitando la comprensión de su diversidad
genómica. Por ello, este estudio tuvo el objetivo de
identificar un fragmento de la región ITS utilizando los
cebadores universales ITS1/ITS4 en C. purpureus y contribuir
al conocimiento genético-molecular para futuros análisis
filogenéticos y de selección asistida.

Materiales y Métodos

La presente investigación se realizó en el Laboratorio
de ADN, perteneciente al edificio de Semillas del Futuro,
en la Alianza de Bioversity International y el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Valle del
Cauca, Colombia.

Material vegetal: las muestras en estudio se obtuvieron
de 62 accesiones de C. purpureus, con similar edad de
rebrote y condiciones de cultivo, conservadas en del banco
de germoplasma de pastos y forrajes, perteneciente al Centro
Experimental de Pastos y Forrajes Miguel Sistachs Naya
del Instituto de Ciencia Animal, San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba, ubicado en los 22º 53 LN y los 82º
02 LO a 80 m.s.n.m. Adicionalmente, se incluyeron dos
muestras de Urochloa decumbens (Stapf) R. D. Webster -
CIAT 606 y Urochloa ruziziensis (R. Germ. & C. M. Evrard)
Crins - CIAT 6713 del Programa de Recursos Genéticos de la
Alianza de Bioversity International y el Centro Internacional
de Agricultura Tropical, Colombia.

Extracción y amplificaciones del ADN: para la extracción
del ADN genómico se utilizó el método MATAB (Risterucci
et al. 2000) modificado. La amplificación del ADN se
realizó mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR),
con la combinación de cebadores directo e inverso ITS1/
ITS4 descritos por White et al. 1990 (tabla 1).

La mezcla para la PCR se realizó en un volumen final de
12 μL, utilizando 4 µL de buffer 2X Promega (GoTaq® Green
Master Mix), 0,2 μL de ITS1 e ITS4, con una concentración
final 0,2 µM en cada cebador y 6,6 μL de agua ultrapura
(UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Catalog
number: 10977015-Invitrogen) y 1 μL de ADN genómico
con una concentración de 10 ng.

Tabla 1. Lista de cebadores y sus secuencias empleadas en el estudio

Cebador Dirección Secuencia 5'---- 3' Fuente

ITS1 Directo 5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3' (White et al. 1990)

ITS4 Inverso 3'TCCTCCGCTTATTGATATGC5'
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La amplificación se realizó en un termociclador Eppendorf
Mastercycler Nexus Gradient Thermal Cyclers Cole-Parmer®

USA. La reacción de PCR se llevó a cabo siguiendo un
programa de aproximadamente 2 horas de duración. El perfil
térmico consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C
durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos compuestos por:
desnaturalización a 95 °C durante 30 segundos, hibridación
a 55 °C durante 1 minuto y extensión a 72 °C durante
45 segundos. Finalmente, se realizó una extensión final a
72 °C durante 10 minutos para completar la síntesis de los
fragmentos amplificados.

Separación de los productos de PCR: los productos
amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 % preparado con GelRed™ (Biotium)
como agente intercalante. La corrida se realizó en tampón
TBE 0.5X a 100 V durante aproximadamente 2 horas.
Se utilizó el marcador de peso molecular 1Kb DNA
Ladder, INVITROGEN®.

Visualización de los productos de PCR: la visualización y
análisis de los fragmentos amplificados de ADN se realizó
mediante fotografía, con el Fotodocumentador BIO-RAD
ChemiDoc MP Imaging System Universal Hood III, USA.

Resultados y Discusión

El ADN de las 62 accesiones de C. purpureus y las
muestras de U. decumbens y U. ruziziensis, amplificaron con
los cebadores ITS1/ITS4. Los productos de amplificación
revelaron, en la mayoría de las muestras, una banda
polimórfica nítida en los geles. Sin embargo, en algunos
casos se pudo observar amplificación de bandas dobles en las
accesiones 6, 28, 31, 42, 47, 49, 51, 52, 59 y 61 así como
bandas débiles en las accesiones 29, 30, 46, 50 y 53 o difusas

en las accesiones 5, 17, 32, 40, 47 y 49. Los fragmentos
amplificados presentaron un tamaño aproximado de 850 pb
en Urochloa spp y 1000 pb en las accesiones de C. purpureus
(figura 1).

Las diferencias moleculares, entre especies y géneros, que
se halló en el presente estudio están de acuerdo con Ghosh
et al. (2017), los cuales afirman que los ITS se consideran
como fuente útil de caracteres para la identificación de
diferentes grupos de plantas Angiospermas, ya que generan
importantes polimorfismos dentro de la misma entidad
taxonómica, en particular para género y especie. Además,
la región ITS no es codificante de aminoácidos y por
lo tanto están sujetas a elevada variabilidad, debido a su
naturaleza ubicua, rápida evolución, se encuentran altamente
representadas en el genoma y se pueden amplificar con
cantidades mínimas de ADN.

La amplificación de 1000 y 850 pb de los cebadores ITS
en C. purpureus y Urochloa spp. respectivamente, difieren
a lo referido por Baldwin et al. (1995) los cuales plantearon
que la región ITS es pequeña y uniforme en las plantas con
flores y su longitud total se encuentra entre 600 a 700 bp.
Por el contrario, Liston et al. (1996), describen longitudes
menores de esta región para las Angiospermas se encuentran
entre 565 y 700 bp, en contraste, la región de los ITS de
gimnospermas es considerablemente más larga y tiene un
mayor rango de variación que va desde 750 hasta 3125 bp.

Los estudios de la región ITS en las especies C. purpureus,
U. decumbens y U. ruziziensis son escasos. Sin embargo,
Chen et al. (2010) en una investigación en 15 especies
del género Cenchrus de zonas como Fujian, Jiangsu y
Hainan en China, reportaron amplificación de 573 a 586 pb
para los híbridos de C. purpureus x C. americanus.

 

Figura 1. Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de PCR con la amplificación de las 62 accesiones de C. purpureus
con los cebadores ITS1/ITS4, y muestras de U. decumbens - CIAT 606 (Ud) y U. ruziziensis - CIAT 6713 (Ur)
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Además, en la especie C. americanus 2n=2x=14 cromosomas
y genoma AA, genéticamente homóloga a C. purpureus
2n=4x=28 cromosomas y genoma A'A'BB, Almutairi (2021)
halló una longitud de 772 a 774 pb para la amplificación de
la región ITS, en un estudio de seis cultivares locales de millo
perla de Arabia Saudí y su semejanza con 31 accesiones de
India y Francia.

Por otra parte, en un estudio filogenético molecular
en 22 especies del género Urochloa se determinó que
la amplificación de la región ITS varió de 582 pb en
U. decumbens, a 587 pb en Urochloa eruciformis (Sm.)
Nelson & Fern. Casas, Urochloa xantholeuca (Hack. ex
Schinz) H. Scholz, U. ruziziensis, y Urochloa mosambicensis
(Hack.) Dandy (González y Morton 2005). Los resultados
en cuanto a número de pares de bases en C. purpureus y en
Urochloa spp. se pueden explicar según lo informado por
Baldwin et al. (1995), los cuales expusieron que se calcula
aproximadamente 300 bp por cada espaciador ITS, pero
dependiendo de la familia de plantas, ITS 1 puede ser mayor
o menor y potencialmente más informativo. Por lo que, Bult
y Zimmer (1993) indicaron que los espaciadores ITS son más
variables en comparación con las regiones codificadoras que
están conservadas en el genoma.

La variabilidad en la amplificación de la región ITS en las
Angiospermas, en comparación con los resultados obtenidos
en C. purpureus y en Urochloa spp., se puede observar en
otras especies de Poaceae como el estudio realizado por Hsiao
et al. (1995) en 26 especies de gramíneas. En la investigación
los autores hallaron que la región ITS varió de 585 a 602 bp
entre las tribus Oryzeae, Aveneae, Brachypodieae, Bromeae,
Meliceae, Poeae, Stipeae y Triticeae.

Además, Hsiao et al. (1998) continuaron el estudio y
ampliaron la muestra a 200 especies de gramíneas. Los
resultados del trabajo revelaron variaciones de 584 a 633 pb
para la región ITS en seis subfamilias Bambusoideae,
Pooideae, Arundinoideae, Centothecoideae, Chloridoideae y
Panicoideae. En ambas investigaciones se evidenciaron las
diferencias de esta región en Poaceae y confirmaron el carácter
ubicuo en el genoma vegetal.

Los marcadores ITS tienen herencia bi-paterna, lo que
permite revelar casos de hibridación y poliploidía en
géneros y especies de Poaceae (Wang et al. 2022). Sin
embargo, en C. purpureus y en Urochloa spp los cebadores
ITS1/ITS4 no presentaron bandas polimórficas lo que no
permitió determinar con claridad la diversidad genética entre
accesiones de la misma entidad taxonómica. Además, no
se pudo observar diferencias en cuanto a los híbridos de
C. purpureus x C. americanus que están presentes en el
germoplasma en estudio. Estos resultados se pueden deber a
que es necesario la inclusión de otros pares de iniciadores que
complementen a los utilizados o la secuenciación del genoma,
como indicaron Hsiao et al. (1998) los cuales observaron

que la utilización de diferentes combinaciones de iniciadores
(ITS1/ITS4, ITS1/ITS2 e ITS3/ITS4), permitieron determinar
la variabilidad del ADN ribosómico nuclear entre las especies
de Poaceae.

Esto contradice los resultados de Ahmadi et al. (2022),
los cuales plantearon que los marcadores ITS pueden
utilizarse como herramienta de evaluación más adecuada para
analizar las relaciones interespecíficas e intraespecíficas en
el momento de distinguir diferentes genotipos, ya que los
cambios nucleotídicos disminuyen en la medida que avanza la
evolución, de modo que solo se producen unos pocos cambios
en los nucleótidos. En este sentido, los resultados obtenidos en
el presente estudio indican que los ITS son más efectivos para
identificar variabilidad entre especies de diferentes géneros y
no son eficientes para determinar diferencias genéticas entre
accesiones de la misma especie.

Los productos de amplificación de C. purpureus revelaron,
en algunos casos presencia de bandas dobles, débiles o difusas.
González (2002) y Nadeem et al. (2018), refieren que estas
características en la amplificación de los patrones de bandas
se pudieron deber a la composición del gel y el buffer, así
como las condiciones de voltaje e intensidad de corriente.
Además, de que algunos de los cebadores utilizados pueden
tener más de una región de hibridación en el ADN genómico
de las muestras estudiadas, la existencia de intrones en las
subunidades del ADNr. y la técnica de amplificación o la
amplificación de ADN procedente de alguna contaminación
externa. Por lo que es necesario comprobar la influencia de
estos factores en la amplificación de los cebadores ITS en
ensayos posteriores.

Conclusiones

Se concluye que los cebadores ITS1/ITS4 son eficaces para
amplificar el ADN de accesiones de C. purpureus y Urochloa
spp., demostrando su utilidad como herramienta para evaluar
la calidad del ADN extraído y su capacidad de amplificación
mediante PCR. Sin embargo, estos cebadores no poseen la
resolución suficiente para distinguir diferencias genéticas
entre accesiones de ambas especies dentro del fragmento de la
región ITS analizado.

Aunque los marcadores ITS pueden utilizarse para verificar
la amplificación de muestras de C. purpureus y para la
diferenciación general entre especies del género en la familia
Poaceae, se recomienda complementar estos análisis con
técnicas de secuenciación para lograr una caracterización
genética más precisa.

La información generada en este estudio amplía el
conocimiento genético-molecular de C. purpureus y crea las
condiciones iniciales para futuros estudios filogenéticos en el
género Cenchrus, así como para la aplicación de estrategias
de selección asistida en programas de mejoramiento y
conservación de su germoplasma.
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