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CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MOLECULAR DE VARIEDADES DE CANA DE
AZUCAR CULTIVADAS EN EL ESTADO DE TABASCO
RESUMEN
Vianey Gonzalez Jiménez, MC.

Colegio de Postgraduados, 2009.

Se llevdé a cabo una caracterizacion morfolégica de 12 variedades de cafa de azucar del
estado de Tabasco mediante descriptores morfologicos, se identificd la filogenia por medio de
secuenciamiento de la regién ITS de DNA ribosémico y trnL-F cloroplastico, y se hizo una
caracterizacion molecular usando la técnica AFLP. La descripcién fenotipica se llevd a cabo
considerando las caracteristicas de entrenudo, hoja y yema. En la amplificacion del DNA
ribosdmico se utilizaron los iniciadores ITS4 e ITS5. Para la amplificacion del cloroplasto se
utilizaron los iniciadores universales trnL-F. El procedimiento para la realizacion de los AFLPs
se realizo siguiendo las recomendaciones descritas en el Kit AFLP®Analysis System | y AFLP®
Starter Primer Kit. Entre las 12 variedades de cafia de azUcar evaluadas se encontraron
diferencias fenotipicas; en lo que respecta a la forma del entrenudo se formaron tres grupos
diferentes. El grupo | caracterizado por su forma cilindrica lo integraron las variedades, C 87-
51, Mex 91-130, ATM 96-40, RD 75-11, Mex 79-431, SP 70-1284, CP 72-2086, Mex 69-290 y
Mex 68-P-23. EI grupo Il caracterizado por su forma coéncavo-convexo lo integraron las
variedades Mex 57-1285 y B 4362 y en el grupo lll lo conform¢é la variedad Mex 59-32 quien
presenté forma abarrilado. En la forma de la yema seis variedades presentaron ovoide, el resto
presentd formas diferentes, en la conformacion de la hoja predominé la forma erecta con el
apice curvado. La amplificacién y secuenciacién de la region frnL-F de cloroplasto y de la
region ITS del DNA ribosémico, permitio la identificacién de las variedades de cafa de azucar
del estado de Tabasco encontrandose que pertenecen a Saccharum officinarum. En la
evaluacién molecular con la técnica AFLP, la combinacion E-ACC/M-CTA fue la que mostro
mayor polimorfismo, el tamafio de los fragmentos polimérficos oscilé desde 72 hasta 1353 pb.
El dendrograma reveld tres grupos distintos de Saccharum spp. El grupo | comprendi6 las
variedades C 87-51, ATM 96-40, B 4362, Mex 69-290, Mex 57-1285 y Mex 91-130, las cuales
presentaron un 0.77% de similitud genética. El grupo Il comprendi6 las variedades, RD 75-11,
Mex 79-431, SP 70-1284, Mex 59-32 y CP 72-2086, las cuales formaron un conglomerado, por
consiguiente un 0.70% de caracteristicas genéticas similares. El grupo Il lo integro la variedad
Mex 68-P-23. De las variedades analizadas esta ultima fue la que presentdé una menor similitud
genética con un 0.22% con el resto de las variedades.

Palabras claves: Cafa de azucar, AFLPs, DNA, variabilidad.



MOLECULAR AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF VARIETIES OF
GROWN SUGARCANE IN THE TABASCO STATE
SUMMARY
Vianey Gonzalez Jiménez, MC.

Colegio de Postgraduados, 2009.

A morphologic characterization of 12 varieties of sugarcane of from Tabasco state by using
morphologic descriptors was performed, the phylogeny by sequencing of chloroplast region ITS
of ribosome DNA and trnL-F was identified, and a molecular characterization was done by using
technique AFLP. The phenotypic description considered the characteristics of internude, leaf
and bud. In the amplification of the ribosome DNA ITS4 and ITS5 primers were used. For the
amplification of the chloroplast the universal were used trnL-F initiators. The AFLPs were done
following the described recommendations in the Kit AFLP®Analysis System | and AFLP®
Starter First Kit. Among the 12 varieties of evaluated sugarcane had phenotypic differences;
regarding internude form three different groups were formed. The varieties C 87-51, Mex 91-
130, ATM 96-40, RD 75-11, Mex 79-431, SP 70-1284, CP 72-2086, Mex 69-290 and Mex 68-P-
23, characterized by a cylindrical internude integrated. The second group integrated by the
varieties Mex 57-1285 and B 4362 presented concave-convex internude the variety Mex 59-32
presented abarrilado internude. Regarding to bud six varieties presented ovoid form, the rest
presented different forms. The standing the with the curved apex was the most common leaf.
The amplification and sequencing of the region trnL-F of chloroplast and region ITS of the
ribosome DNA, allowed the identification of the 12 varieties of sugarcane and showed that they
belong to the Saccharum officinarum species. In the molecular evaluation with AFLP, the
combination E-ACC/M-CTA showed the major polymorphism; the size of polymorphic fragments
ranged from 72 to 1353 pb. The dendrogram revealed three different groups from Saccharum
spp. The group first included the varieties C 87-51, ATM 96-40, B 4362, Mex 69-290, Mex 57-
1285 and Mex 91-130, which presented a 0.77% of genetic similarity. The second group
included the varieties RD 75-11, Mex 79-431, SP 70-1284, Mex 59-32 and CP 72-2086, which
formed a conglomerate, with a 0.70% of genetic similarity. Group Il range as part of the Mex-68
P-23. Of the evaluated varieties the latter presented a lower genetic similarity with a 0.22%

compared to the varieties.

Key words: Sugarcane, AFLPs, DNA, variability
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I. INTRODUCCION GENERAL

La cana de azucar (Saccharum spp) es uno de los cultivos mas antiguos del
mundo y de mayor importancia industrial en las zonas tropicales y subtropicales, en
mas de 99 paises. A nivel mundial, Brasil e India contribuyen con el 50% (el primero
aporta el 28 % y el segundo 22% de la produccion, respectivamente), seguidos por
China, Tailandia, Pakistan y México (USDA, 2008).

En México, la cafa de azucar se cultiva en 716,863.47 ha, las cuales producen
50, 060,254.17 t, con rendimiento promedio nacional de 75.52 t ha™ (SIAP, 2007). En el
estado de Tabasco se cultivan en 27,481.00 ha, con rendimientos promedio de 56.25 t
ha™' el cual esta por debajo del rendimiento medio nacional que es de 75 t ha™ (SIAP,
2007).

La cafa de azucar como otro cultivo de importancia econdmica tiene
descensos en su rendimiento por efecto de factores bidticos y abidticos, por ello el
agricultor demanda nuevas variedades con caracteristicas deseables.

Los cultivares modernos de cafia de azucar, que actualmente se cultivan en el
mundo, son en gran medida, el resultado del intercruzamientos realizados a partir de la
primera cruza interespecifica llevada a cabo al principio del siglo pasado, entre S.
officinarum, S. spontaneumy S. barberi (Grivet y Arruda, 2002; Lima et al., 2002).

En las dos ultimas décadas diversos autores (Baksha el at., 2002; Lu et al.,
1994) senalaron la necesidad de crear nuevos clones que posean un mayor
rendimiento de azucar, resistencia alta a los factores abibticos, bidticos y de facil
manejo agrondmico. Algunos autores mencionan que S. officinarum es una especie
octoploide con un numero cromosomico 2n = 80 y x = 10 (Stevenson, 1965). Por tal
razén, se piensa que los clones comerciales son el producto de numerosas
hibridaciones con numeros cromosémicos elevados (2n = 100 - 130) debido a
fendmenos de euploidia y aneuploidia (Grivet y Arruda, 2001) por lo que la
caracterizacion de las variedades de cafia de azucar es un aspecto importante en la
generacion de nuevas variedades.

La clasificacion del género Saccharum se ha llevado a cabo por diversos
botanicos en distintos paises (Artschwager, 1954; Artschwager y Brandes, 1958) con

base a las caracteristicas morfolégicas de la hoja, tallo e inflorescencia.



Artschwager y Brandes (1958), Daniels y Roach (1987), clasificaron el género
Saccharum en seis especies: S. officinarum, S. barberi, S. sinense, S. spontaneum, S.
robustum, y S. edule. Al respecto, Ramdoyal y Badaloo (2002) argumentan que la
caracterizacion de genotipos de cafna de azucar de acuerdo a patrones morfologicos,
es de suma importancia para efectos de conservacién, evaluacién, documentacion y
realizacion de intercambios de material vegetal. A nivel de productores, es deseable
conocer el comportamiento agronémico de cada variedad en diferentes ambientes. Por
otra parte, Laborde et al. (2008) sefalaron que la cafia de azucar es un cultivo, que por
su importancia econémica, requiere que el agricultor le asigne valor productivo a cada
variedad, ya que esto le permitira decidir si se continua en cultivo comercial.

La caracterizacion fenotipica es de gran importancia para el mejoramiento
genético porque facilita describir la variabilidad en caracteres de interés y asi mismo
distinguir variedades. Las variedades de cafa de azucar se han caracterizado e
identificado mediante marcadores morfolégicos y agronémicos del tallo (ceras, color), y
hoja (vaina, margen, pubescencia). La desventaja de estos estudios es proceso de
selecciéon se requiere de 10 a 15 afnos después de realizar las cruzas (Pérez et al.,
1997).

Existen técnicas que reducen el tiempo de seleccidon, como por ejemplo los
marcadores moleculares que se pueden usar para la evaluacion de la variabilidad
genética de un cultivo. Los marcadores mas utilizados para la caracterizacion de
plantas son los bioquimicos y los marcadores basados en el DNA, entre los que se
pueden citar RFLP, RAPD, AFLP y Microsatélites (Rallo et al., 2002).

Mediante la amplificacién de DNA por la técnica de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR), estos marcadores permiten la identificacién y el aislamiento de
genes de interés. Actualmente se estan utilizando en el trazado genético de la cana de
azucar (Hoarau et al., 2001; Rossi et al., 2003), asi como en la deduccién de
inferencias acerca de la variabilidad genética y las interrelaciones entre los genotipos a
nivel de DNA (Lima et al., 2002; Cordeiro et al., 2003), entre lo que destaca la
construccion de mapas genéticos en variedades comerciales (Aitken et al., 2005).

En el estado de Tabasco no existe informacion sobre caracterizacion molecular

de las variedades de azucar cultivadas. Lo anterior limita el manejo adecuado del



cultivo, ya que cada variedad expresa su potencial productivo de diferente forma, al
cultivarse en diferentes ambientes (Bissessur et al., (2000) Rea y Vieira, 2002). Por tal
motivo se realizd6 el presente estudio con el fin de caracterizar fenotipica y
molecularmente variedades de cafa de azucar cultivadas en la region para conocer si

existe diferencia genética entre ellas.



Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo general
Caracterizar 12 variedades cultivadas de cafa de azlcar del estado de

Tabasco a nivel fenotipico y molecular.

2.1.2. Objetivos especificos
¢ Caracterizar fenotipicamente 12 variedades de cafia de azucar que se cultivan en

el estado de Tabasco mediante descriptores morfologicos.

“ |dentificar la filogenia de 12 variedades de cafa de azucar (Saccharum spp) por

medio de secuenciamiento de la regién ITS de DNA ribosémico y trnL-F cloroplastico.

¢ Caracterizar la variabilidad genética en variedades de cafia de azucar mediante la
técnica AFLP.

2.2. HIPOTESIS

% Existe variabilidad fenotipica y genética entre variedades de cafa de azucar

cultivadas en el estado de Tabasco.

< Las 12 variedades de cafa de azucar del estado de Tabasco pertenecen a

Saccharum officinarum



ll. REVISION DE LITERATURA

3.1. El cultivo de la caiia de azucar

3.1.1. Origen

Se considera que la region que comprende parte de la India, China, Nueva
Guinea y zonas aledanas son el centro de origen de la cafia de azucar, por encontrarse
ahi el mayor numero de especies (Ruiz, 1995).También se piensa que tiene un centro
de origen genético y uno botanico. El primero se dio en las zonas de Nueva Guinea, y
su origen botanico es la India, de donde se extendid su cultivo a Arabia, Egipto y
Etiopia. Posteriormente se difundidé a otras zonas como la isla de Madeira, a las islas
Canarias y Santo Domingo en 1506. Luego a Paraguay, Argentina y demas colonias en
el Continente Americano (Humber, 1974).

El género Saccharum esta constituido por seis especies: S. officinarum, S.
edule, S. barberi, S. sinensis, S. spontaneum y S. robustum. Las cuatro primeras
corresponden a las especies domesticadas y las dos ultimas a las especies silvestres
(Guimaraes y Sobral, 1998). Las especies que se han utilizado para el mejoramiento
genético del género Saccharum son S. officinarum y S. spontaneum, las cuales han
contribuido al origen de nuevas variedades. La especie Saccharum officinarum es
conocida como la de mayor produccion de azucar; su centro de origen se encuentra en
Nueva Guinea y sus islas circundantes y se cree que es descendiente de S. robustum
por presentar caracteristicas similares (lrvine, 1999). Otras teorias afirman que
Saccharum officinarum evolucioné a través de la hibridacion de especies como
Erianthus arundinaceus, S. spontaneum y S. robustum (Daniels y Roach, 1975),
aunque en la actualidad se ha comprobado que no se puede obtener hibridos fértiles
entre las cruzas de Erianthus arundinaceus y Saccharum ssp (Cai et al., 2005).

La composicion del genoma de la cafia de azucar es de 100 a 130 cromosomas.

Las variedades son en 70 - 80% derivados de S. officinarum que es la que aporta la

sacarosa, 10 - 20% derivados de S. spontaneum y el 5 - 15% de recombinacién de
cromosomas entre las dos especies (Piperidis y D'Hont, 2001).

Hoy en dia los programas de mejoramiento genético en cafia de azucar han

logrado limitados progresos en el mejoramiento del contenido de azucar de la cafia



(Jackson, 2005). Se piensa que es por la estrecha base genética de los cultivares
modernos que existen en todo el mundo ya que unos pocos progenitores se utilizaron
en la hibridacion inicial interespecifica y el proceso de nobilizacién (Berding y Roach,
1987; Deren, 1995).

3.1.2. Botanica de la cana de azucar
Las partes basicas de la cafia de azucar que determinan su forma son: la raiz,

el tallo, la hoja y la flor (Ruiz, 1995).

a) Raiz

La funcion principal del sistema radical es la de absorber agua y nutrimentos,
proporcionar el anclaje y almacenar sustancias de reserva. La raiz primaria esta
ubicada en el embrién, mientras que las raices adventicias se originan en el tallo.
Presenta dos tipos de raices las primordiales y las permanentes. Las partes
estructurales internas de la raiz de la cafia de azucar son la epidermis, la corteza y el
tejido vascular. La epidermis esta formada por grupos de células con paredes muy
delgadas, a partir de las cuales se originan los pelos absorbentes. La corteza esta
comprendida entre la epidermis y el tejido vascular, y consiste en capas de células que
se desintegran a medida que la raiz crece. El tejido vascular se distribuye internamente
en forma radial en grupos alternos de células del xilema y el floema, protegidas por un
tejido fibroso. En el extremo de la raiz se encuentra el punto de crecimiento protegido

por la cofia, que le permite penetrar las particulas del suelo.

b) Tallo

Es el 6érgano de mayor importancia desde el punto de vista econémico, debido
a que en él se almacenan los carbohidratos, producto de la fotosintesis de la planta,
posteriormente por procesos industriales, se obtiene el azucar y otros derivados como,
bagazo, cachaza y melaza. Se desarrollan dos tipos de tallos: el subterraneo o rizoma 'y
el tallo aéreo, que es el que se aprovecha para la extraccion del azucar. El tallo se
forma a partir de la yema y esta formado por nudos y entrenudos; en cada nudo esta

inserta una hoja; las hojas se distribuyen en forma alterna, en cuya axila se encuentra



la yema y en el extremo distal del tallo se encuentra el meristemo apical. El color del
tallo generalmente es verde, pero existen otras coloraciones como son amarillas,
rojizas, moradas y combinaciones debido a la presencia de pigmentos como xantofilas,

antocianinas, carotenos vy clorofila.

c) Hoja

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. Es un 6rgano
especializado cuya principal funcién es la de llevar a cabo la fotosintesis, proceso
mediante el cual los cloroplastos convierten la energia luminica en energia quimica.
Las hojas también cumplen un papel importante en el proceso de la respiracién celular,
la transpiracion y en el intercambio gaseoso. Sus partes son: lamina, nervadura central,

vaina, ligula, y auricula.

d) Flor

La cafa de azucar presenta dos fases de desarrollo. La vegetativa, originada
por la division celular en los puntos de crecimiento; y la reproductiva o de floracién, que
es una continuacién de la anterior. Las condiciones ambientales de hora luz vy
temperatura, tienen una influencia directa para que la inflorescencia ocurra. La
inflorescencia es una panicula abierta, cuya forma, color, tamafio y ramificacion
dependen de la variedad. La longitud de la panicula de S. officinarum es larga, en S.
sinense intermedia, y en S. espontaneum 'y S. barberi es mas corta. La ramificaciéon es
mayor en la base y disminuye en la parte superior hasta terminar en un solo eje. La
formacion de la flor en la cafia de azucar tiene aspectos benéficos y desventajas. La
principal ventaja es que constituye una fuente de material para trabajar en los
programas de mejoramiento genético, en tanto que la desventaja desde el punto de
vista agronémico es la paralizacidon del crecimiento, que asociado con la formaciéon de
‘corcho”, es un aspecto indeseable en el tallo ya que disminuye el rendimiento,

llegando a causar pérdidas en sacarosa.



3.1.3. Clasificaciéon taxonémica
De acuerdo al NCBI (2008) taxondmicamente la cana de azucar se clasifica de

la siguiente manera.

Reino: Eukaryota
Subreino: Cormobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poacea
Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Andropogonoidea
Género: Saccharum
Especies:
Saccharum officinarum
Saccharum barberi
Saccharum edule
Saccharum sinense
Saccharum robustum

Saccharum spontaneum
3.1.4. Especies del género Saccharum

3.1.4.1. Saccharum officinarum

Es conocida como cafia noble, por el alto contenido de sacarosa que presenta
y su bajo contenido de fibra (Taupier, 1983). Contiene de 2n = 70 a 2n = 140
cromosomas (D’Hont et al.,, 1998; Ha et al., 1999). Sus tallos son vigorosos, altos y
gruesos. Sus caracteristicas principales son su alto contenido de sacarosa, altura
media y bajo contenido de fibra. Se piensa que surgié de la domesticacion de cafa
silvestre (S. robustum) (Ruiz, 1995). Otras teorias afirman que evolucion6 de
Saccharum spontaneum, Miscanthus anderss y Erianthus arundinaceus (Daniels y
Roach, 1987).



3.1.4.2. Saccharum spontaneum

Es una especie silvestre que muestra gran variabilidad y un amplio numero de
cromosomas (2n = 36 a 128) (Irvine, 1999). Produce poco azucar pero se adapta a
diferentes ambientes y es resistente a varias enfermedades. Se encuentra distribuida
en Japén, Nueva Guinea, la zona del Mediterraneo y Africa. Se cree que la India es su
centro de origen (Daniels et al., 1975). Sus tallos son delgados, de mediana altura,
hojas angostas, entrenudos largos y rectos, tiene alto contenido de fibra y bajo en
sacarosa, las hojas son en forma de correa, reducidas de normalmente a una
nervadura mediana, son rugosas, erectas y cortantes. El rizoma se extiende
considerablemente dando lugar a una multitud de cafas cortas, finas de 5 a 10 mm de
didmetro. Se adapta muy bien a la sequia, es resistente a enfermedades, tolera el frio y
es capaz de desarrollarse en condiciones adversas, por tales motivos es utilizada

frecuentemente por los fitomejoradores (Ruiz, 1995).

3.1.4.3. Saccharum robustum

Es una especie silvestre con una distribucion natural desde Borneo, a través de
Nueva Guinea (Booker, 2004). Presenta clones de 2n = 60 o 2n = 80, pero también hay
otras formas con mas de 200 cromosomas (Price, 1968). Tiene hojas anchas y
curvadas hacia abajo, a veces pubescentes; los tallos delgados de 20 a 30 mm de
didmetro, estan totalmente privados de azucar, son pobres en agua, y por lo tanto
esencialmente lefiosos. Es un tipo de cana alta, de gran porte, gruesa y vigorosa, con
alto contenido de fibra y bajo de sacarosa. Otras caracteristicas que presenta es la

falta de rizomas, las inflorescencias grandes y pequefas espiguillas (Grassl, 1974).

3.1.4.4. Saccharum sinensis

Originaria de China e India, sus tallos son altos, de grosor medio. Algunas
variedades tienen tallos delgados, con alto contenido de fibra y pobre en sacarosa. Sus
hojas son angostas, las vainas se adhieren fuertemente al tallo, algunas variedades
son resistentes a la sequia y enfermedades, su sistema radical esta bien desarrollado,
se adapta a condiciones desfavorables de clima y suelo. Saccharum sinensis (2n = 104
a 124), y S. barberi (2n = 60 a 140) (D’'Hont et al., 1998; Ha et al., 1999), son dos



especies formadas de la hibridacion natural entre S. officinarum y S. spontaneum en

China e India, respectivamente (Price, 1968).

3.1.4.5. Saccharum barberi

Originaria del norte de la India, se caracteriza por su altura media, tallos
delgados, entrenudos largos y cilindricos, secciones corchosas en la superficie de los
entrenudos, hojas angostas y cortas, bajo contenido de sacarosa. Su sistema radical
estd muy desarrollado, se adapta bien en condiciones adversas se suelo y clima
(Barber, 1922). Segun Parthasarathy (1946), S. barberi evolucion6 de S. spontaneum 'y
S. officinarum, pero Grassl (1977) descarta esta cruza ya que S. officinarum llegé a

India sélo después de 600 a.C.

3.1.4.6. Saccharum edule

Es originaria de Nueva Guinea y Melanesia. Su numero de cromosomas es 2n
= 60 a 122 (D’Hont et al.,, 1998; Ha et al., 1999). Representa un grupo pequefio de
canas estéril. Su proceso deriva de la hibridacién intergeneracional (Daniels y Roach,
1987). También se piensas que S. edule, muy probablemente, surgidé de S. robustum o
S. officinarum (Williams et al., 1974).

3.1.5. Propagacién de la cana de azucar

La propagacion de la cafa de azucar principalmente ha sido a partir de yemas.
Sin embargo, con el avance en los ultimos afios de la tecnologia se ha multiplicado
mediante cultivo de tejido (Salazar, 1986). Este método de propagacién por tejidos es
el mas utilizado para realizar mejoramiento genético ya que las plantas propagadas in
vitro presentan un mayor crecimiento y vigor, produciendo semillas de alta calidad
(Vasil, 1980).

Para obtener nuevas variedades de cafia de azucar se necesita un programa
de mejoramiento genético. A través de la hibridacién se obtiene semilla por
autofecundaciones, o mediante cruces entre variedades o entre especies. Lo que se
busca es reducir variabilidad y posteriormente mediante el proceso de seleccién tener
nuevas variedades que sean resistentes a ciertas enfermedades e insectos que

reducen su produccion en campo.
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La cafa de azucar tiene la ventaja de poder cruzarse con otras especies y
géneros que estén muy relacionados, debido a la compatibilidad de gametos. Entre los
géneros con los que se puede cruzar se encuentran Sclerostachya, Sorghum, Narenga,
Erianthus y Zea (Ruiz, 1995).

3.1.6. Tipos de marcadores
Los marcadores utilizados en el anadlisis genético de plantas se dividen en: a)

marcadores morfoldgicos b) genéticos y ¢) marcadores bioquimicos.

3.1.6.1. Marcadores morfolégicos

Los marcadores morfolégicos se han empleado con gran éxito para el
mejoramiento vegetal, la identificacion de especies, familias y géneros de plantas.
También para el establecimiento de colecciones y han sido tema de numerosos
estudios en genética de poblaciones, han contribuido al desarrollo teérico del analisis
de ligamiento y la construccion de las primeras versiones de mapas genéticos (Ferreira
y Grattapaglia, 1998). En agricultura se han utilizado como caracteres con utilidad

agronomica en algunos cultivos entre los que se encuentran el tomate, maiz y girasol.

3.1.6.2. Marcadores genéticos

La informacién genética de las plantas se encuentra almacenada en el DNA en
los cromosomas nucleares y en el genoma de los organelos (Phillips, 1998). Los genes
controlan las caracteristicas de la plantas y se localizan en segmentos especificos de
cada cromosoma (King y Stansfield, 1990).

Segun Curtis (2000) cada molécula de DNA esta formada por una doble hélice,
que se forma a partir de dos hebras complementarias de nucleétidos, mediante enlaces
de hidrégeno entre los pares de bases purinas (adenina, guanina) y las bases
pirimidinicas (timina, citosina). Para identificacion especifica de genes localizados en
un cromosoma de interés particular, muchos cientificos utilizan el método indirecto
llamado marcado genético (Semagn et al., 2006).

Un marcador genético puede definirse como: a) un cromosoma o alelo que
permite copiar una region especifica del DNA, b) un fragmento especifico del DNA,

conocido con una posicion en el genoma y c) un gen cuya expresion fenotipica es
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apreciada facilmente, usado para identificar una célula portadora o como un probable

marcador de nucleo, cromosoma o locus (King y Stansfield, 1990).

3.1.6.3. Marcadores bioquimicos

Las isoenzimas fueron las primeras proteinas usadas como marcadores
moleculares en estudios de genética de plantas. En la actualidad siguen siendo una
herramienta util en la deteccion de variabilidad, por ser un método relativamente
sencillo y econémico para obtener informacion genética (Butcher et al., 2000), y para
estudios de gran escala de estructura poblacional y en relacién con la resistencia a

plagas y enfermedades (Forrest, 1994).

3.1.7. Marcadores moleculares utilizados en plantas

Los marcadores moleculares se definen como cualquier molécula de proteina,
RNA o DNA de tamaio o peso molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar
la separaciéon de las mismas utilizando electroforesis o cromatografia. Se basan
fundamentalmente en el analisis de las diferencias en pequenas secuencias del DNA
entre individuos (Valadez y Kahl, 2000), ademas de detectar diferencias en pequenas
secuencias del DNA entre individuos. Diversas son las técnicas empleadas para ello y
dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de caracter
dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998). Las aplicaciones de los marcadores
moleculares son muchas y en los ultimos afios se ha avanzado en busca de genes de
interés, los cuales son de gran importancia en diversas areas de estudio.

En agronomia se utilizan para realizar seleccién genotipica temprana en
plantulas, evitando asi manejar cientos o miles de plantas en la seleccion fenotipica en
invernadero o campo, ademas de ser una herramienta en los planes de mejoramiento,
ya que permiten acelerar la seleccion y disminuir los costos en el manejo de grandes
poblaciones de plantas (Mauselli, 1999). También han ayudado a identificar
caracteristicas de resistencia a enfermedades, produccion y calidad, y se han utilizado
para estudios taxondmicos y filogenéticos de cultivos de importancia econémica asi

como para la caracterizacioén e identificaciéon de genotipos (Phillips, 1998).
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Dentro de los marcadores de DNA se encuentran los RFLP (Polimorfismo de la
Longitud de los Fragmentos de Restricciéon), RAPD (Amplificacion Aleatoria del DNA
Polimérfico), AFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados), y SSR

(Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas) (Rallo et al., 2002).

3.1.7.1. RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion)

La técnica de RFLP fue desarrolla en 1970. Inicialmente se utilizé para el mapeo fisico
de los endonovirus (Grodzicker et al., 1974) y para la construccion de mapas genéticos
de ligamiento de restriccion para humanos (Botstein et al., 1980). En plantas fue
utilizada por Phillips et al. (1995) y Valadez y Kahl (2000) para la caracterizacién de
germoplasma, estudios filogenéticos, pureza de semillas hibridas y seleccién de genes
especificos de caracteristicas agronémicas.

Los RFLP se comportan como marcadores codominantes, mientras que los
marcadores morfolégicos y los basados en PCR poseen alelos que interactuan de
manera dominante o recesiva. La ventaja es que el nivel de variacién alélica de los
marcadores RFLP en poblaciones naturales de plantas es mayor que con los
marcadores morfologicos (Helentjaris et al., 1985). La técnica tiene numerosas
aplicaciones aunque sus limitantes son el alto costo, la complejidad técnica y el amplio
uso de radioisétopos de vida corta (Waugh y Powell, 1992). Es la técnica que mas se
ha utilizado para explorar diversidad genética a nivel nuclear, cloroplastica y

mitocondrial en cafia de azucar (Canales et al., 2003).

3.1.7.2. Marcadores basados en la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa)

Kary Mullis desarroll6 una nueva técnica a mediados de los afios 80 que hizo
posible la sintesis de grandes cantidades de un fragmento de DNA sin tener que
clonarlo (Barrera et al., 1993). Con esta técnica en un par de horas se consigue copiar
millones de veces una secuencia predeterminada, dentro de una mezcla de DNA
(Mullis, 1990).

13



En la actualidad la gran mayoria de los marcadores moleculares del DNA, se
basan en la técnica del PCR (Phillips et al., 1995), entre los que se encuentran los
RADP, AFLP, Y SSR (Rallo et al., 2002)

3.1.7.2.1. RAPD (Amplificacion Aleatoria del DNA Polimérfico)

Descrita en 1990 (Williams et al., 1990, Welsh y McClelland, 1990), utilizaron la
misma metodologia que la PCR, su modificacién consistié en el uso de un iniciador,
con la capacidad de unirse a muchos loci diferentes (Waugh y Powell, 1992), con lo
que se consigue la ampliacién de segmentos de DNA a través del uso de un iniciador
de secuencias aleatorias o arbitrarias. En el analisis del PCR los dos iniciadores son
usados para amplificar una secuencia especifica del genoma, y en el analisis RAPD, el
iniciador se usa para amplificar secuencias al azar de un patrén complejo de DNA
(Phillips et al., 1995).

La ventaja de los RAPD es la cantidad minima de DNA necesaria para el
analisis genotipico del individuo, pero su principal limitacion es el bajo contenido de

informacion genética por locus (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

3.1.7.2.2. SSR (Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas)

Los microsatélites se han utilizado cada vez mas como marcadores
moleculares. El polimorfismo ha demostrado alta eficiencia en numerosos estudios de
plantas. Ademas, sus secuencias repetidas de DNA estan presentes en organismos
eucariontes (Morgante y Powell, 2002) y procariontes (Gur et al., 2000). Son altamente
polimdrficos, generan gran volumen de informacién debido al numero y frecuencia de
los alelos detectados y presentan elevada repetitividad (Davila et al., 1999).

Son muy utilizados en la caracterizaciéon e identificacion de germoplasma, su
conservacion y en la medida y monitoreo de la diversidad genética en agricultura. Los
microsatélites se definen como regiones de secuencias pequefnas repetidas de DNA,
generalmente de dos a tres nucleédtidos, de uno a diez pares de bases repetidas y
adyacentes distribuidas en el genoma (Mora et al., 1995; Ciofi et al., 1998).

Estas secuencias estan dispersas a través de los genomas de hongos, plantas

y animales, los cuales pueden estar o no asociadas con genes. Ademas estas regiones
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son altamente variables y utiles para medir el polimorfismo entre especies o variedades
muy relacionadas (Valadez y Kahl, 2000; Lowe et al., 2004).

Se han utilizado en cafia de azucar, encontrando diversidad genética entre
variedades (Nawshad et al., 2005; Edmé et al., 2006). También se ha utilizado con
éxito para evaluar la diversidad genética en lineas puras de maiz (Enoki et al., 2002),
ademas de ser especificos para ciertos grupos de especies y homologos entre si, lo
que permite hacer estudios comparativos entre especies o géneros de un mismo grupo
(Vendramin et al., 1996).

3.1.7.2.3. AFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados)

Es un tercer tipo de marcador que combina los RFLP y la PCR. Consiste en la
amplificacion de multiples regiones arbitrarias del genoma (Vos et al., 1995). Se les
considera marcadores de alta eficiencia ya que permiten analizar un elevado numero
de loci a lo largo del genoma por experimento sin requerir informacién previa sobre su
secuencia. Ademas de ser en su mayoria dominantes y altamente reproducibles.

La desventaja de esta técnica es ser mas complicada de ejecutar que los
RAPD y el SSR, ademas de requerir una mayor cantidad de DNA (Vuylsteke et al.,
2000).

La técnica AFLP se ha utilizado con grandes éxitos para la obtencién de
marcadores moleculares distribuidos en genomas de procariontes y eucariontes, asi
como en plantas cultivadas que presentan una baja tasa de polimorfismo de DNA
(Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Es una buena fuente de informacién para analisis filogenéticos, y tiene la
ventaja de que son dominantes, y usualmente no se conoce la localizacion cromosomal
del patrén de fragmentos del DNA generado (Barrett y Kidwell, 1998). Esta técnica
involucra cuatro etapas: a) el DNA gendmico total del individuo es digerido por dos
enzimas de restriccion; b) acoplamiento de adaptadores especificos de doble cadena a
los extremos de los fragmentos de restriccion; ¢) amplificacion selectiva de fragmentos
con iniciadores especificos y; d) separacién de los fragmentos por electroforesis en

geles de poliacrilamida (Figura 1) (Vos et al., 1995).
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Actualmente los AFLP y los microsatélites, ofrecen

resto de los marcadores (Caetano-Anolles y Triano, 1997).

(a) AFLP template preparation
Whole genomic DNA

Restriction enzymes

varias ventajas sobre el

Msel adaptor
TT T T T T

N N N Y N

EcoRl adaptor
+ (Msel and EcoRl) -+ T T T T T
and AATTG
DNA ligase -i‘ YRR
(b) Restriction and ligation
Isel « EcoRI cut
5'-
T 1 rr17rr1rrrr TP T LI 1T 1T 1T 1T 17
T T A A G AATTSC
AA T CTTAA G
qr_ I I | / I TR N NN T AN N N | [ T NN T N B | \ I |
Msel adaptor EcoRI adaptor
T TTTTTTTTT
AATTG
CAT Cc
I Y I |
rrrrrrrrrrrrrr1rrrrr1rrrr1r1r 11 11151 111
T A A GAATTG
CATT C T TAAC
N N N N N N N T TN N TN N N N T TN TN N N TN TN TN Y U T O |
(c) Selective amplification (one of many primer combinations shown)
Msel primer 1
L I N A N O A R AN B B BN N |
AATTGTA
5- T T rrrr r rr rr 1T r 1T 1T I 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1 1 T T T T 7 T T1
TAACAT C GAGAATT
A TTGTA G CTCTTAAC
fC LU N N [N N N TN N U T [N N N N T N N [ T N O N NN O I |
C GAGAATTC
11 1 1 1 1 I N TN N T |

Figura 1. Pasos de la técnica AFLP (Vos et al., 1995)

La técnica AFLP ha sido utilizada ampliamente en

EcoRl primer 1

la investigacion de

diversidad genética en cafa de azucar (Hoarau et al., 2001; Lima et al., 2002) como en

la identificacion de cultivares de semillas de oleaginosas (Hill et al., 1996) y en
colecciones de Olea europea L. (Sensi et al., 1996). La ventaja de los AFLP es que se

obtiene un alto grado de polimorfismo, un mayor numero de marcadores por gen

analizado y no requiere del conocimiento de la secuencia del DNA, debido a la cantidad

de marcadores que pueden ser generados. El mapeo genético puede realizarse mas
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rapido y mas facilmente (Becker et al., 1995). Los marcadores AFLP también han sido
utilizados para construir mapas genéticos en variedades de cafia de azucar
comerciales (Aitken et al., 2005; Reffay et al., 2005). El polimorfismo se detecta por la
presencia 0 ausencia de bandas debido a cortes en los sitios de restriccion, o en las
secuencias adyacentes al sitio de restriccion, los cuales se complementan o se
diferencian de los nucledtidos selectivos afadidos a los iniciadores del PCR, y por
inserciones dentro del fragmento amplificado (Savelkoul et al., 1999). Esta técnica
también se ha utilizado en la deteccion y evaluacion de la variacion genética en

colecciones de germoplasma y el estudio de la biodiversidad (Vuylsteke et al., 2000).

3.1.8. Marcadores utilizados en cafa de azucar

Las isoenzimas se han utilizado en cafia de azucar de clones micropropagados
(RA 87-2, LCP 85-376 y LCP 85-384). Schugurensky y Diaz (2001) mostraron que el
polimorfismo enzimatico observado en esterasas y peroxidasas determiné la existencia
de diferencias entre los clones, pero no entre las plantas donantes y las
micropropagadas provenientes de un mismo clon.

El polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) se ha
utilizado en cana de azucar para estimar la diversidad genética de un grupo de clones
para seleccionar progenitores (Canales et al., 2003). Analizaron 45 genotipos de cafia
de azucar y determinaron el polimorfismo en 35 combinaciones; de las 239 bandas
identificadas, el 84.5% fueron polimérficas. Todas las sondas empleadas fueron
polimoérficas, siendo la combinacién EcoRlI — UMC114, la que permitid identificar el
mayor numero de genotipos.

Se ha hecho un analisis de la diversidad genética y filogenia en Saccharum y
géneros afines utilizando marcadores RAPD. La diversidad molecular en el complejo
Saccharum fue estudiada utilizando 195 marcadores generando 12 cebadores
aleatorios. Entre las especies de Saccharum, Saccharum officinarum mostré un bajo
nivel de diversidad genética, en comparacion con S. sinense (Vijayan et al., 1999).

Con los AFLP Besse et al. (1998) estudiaron la diversidad genética en una
coleccién de germoplasma de cafa de azucar utilizando un analisis automatizado. El

célculo de coeficiente similitud y la agrupacion manifesté una estructura genética de
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Saccharum spp y Erianthussecc ripidium idéntica a la previamente obtenido mediante
otros tipos de marcadores moleculares, mostrando la conveniencia de esta técnica.

Lima et al. (2002) estudiaron el analisis de similitud genética y el coeficiente de
parentesco entre genotipos de cafna de azucar mediante la técnica AFLP (Saccharum
spp). El estudio se hizo en un grupo de 79 cultivares de Saccharum spp (Saccharum
sinense, S. barberiy dos de S. officinarum), el objetivo del estudio fue evaluar el grado
de similitud genética entre la cafia de azucar, se hicieron 21 combinaciones para
obtener los marcadores moleculares AFLP, generando un total de 2331 bandas, de los
cuales 1121 fueron polimérficos, con una tasa de polimorfismo, en promedio, del 50%
por combinacion.

Otros estudios realizados mediante la técnica de AFLP han sido utilizados para
el analisis de la organizacion filogenética y la diversidad genética en el complejo
genoma de la cafa de azucar, Saccharum y Erianthus. Se avaluaron 30 clones
pertenecientes a S. officinarum, S. robustum, S. spontaneum, S. barberi, S. sinense y
los relacionados con el género Erianthus. Los AFLP dieron la resolucién mas alta de
especies estrechamente emparentadas en grupos discretos, el nivel de diversidad
intraespecifica de Saccharum fue mayor que los obtenidos anteriormente con el mismo

conjunto de clones usando marcadores RAPD (Selvi et al., 2006).

3.1.9. Filogenia de la caina de azucar

El género Saccharum se caracteriza por estar ampliamente distribuido en las
zonas tropicales y subtropicales, aunque su origen es algo complejo. En la actualidad
las especies de este género estan definidas por citogenética y se han caracterizado a
nivel morfoloégico (Daniels y Roach, 1987; Sreenivasan et al., 1987), y a nivel ribosomal
y de cloroplasto (Trevor et al., 2002). Pero a pesar de numerosas investigaciones el
origen y la taxonomia de la cafia de azucar es algo confuso (Irvine, 1999). A finales del
siglo XVIII Saccharumm officinarum representé al cultivo de la cafa de azucar por el
alto contenido de sacarosa con la que contaba, pero su gran desventaja era su
susceptibilidad a algunas enfermedades, y fue cuando a principios del siglo XIX, se
iniciaron hibridaciones entre S. officinarum y especies silvestres, principalmente con S.

spontaneum, ya que S. spontaneum se caracteriza por un bajo contenido de azucar,
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tallos finos y de alta fibra, y alta resistencia a factores bidticos y abiéticos (Sreenivasan
et al., 1987).

3.1.9.1. DNA ribosémico

El ribosoma de los eucariontes posee dos subunidades de DNA ribosomal
(rDNA). La subunidad mayor tiene un RNA de 28S, otro de 5.8S y 5S. La subunidad
menor tiene un RNA de 18S, separados por las regiones ITS (Internal Transcribed
Spacer).

El ITS se encuentra repetidamente entre los genes del RNA ribosomal de la
subunidad mayor y menor del DNA nuclear, ademas de ser un area de alta variabilidad,
lo que permite diferenciar individuos relacionados genéticamente (Atkins y Clark, 2004).
En la actualidad es uno de los fragmentos mas amplificados para establecer relaciones
filogenéticas entre plantas y hongos. La utilidad del rDNA nuclear en el analisis
filogenético radica en su incidencia para repetir en tdndem varios o cientos de copias
por genoma, lo que permite facil acceso y amplificacion por PCR (White et al., 1990;
Bruns et al., 1991).

3.1.9.2. DNA cloroplastico

Las diferentes regiones del DNA cloroplastico son ampliamente utilizadas en
estudios filogenéticos a nivel interespecifico e intraespecifico debido a su alta tasa
evolutiva (Tabarlet et al., 1991; Giell y Tabarlet, 1994; Small et al., 1998).

Las regiones de cloroplastos frnL-F se han estudiado en numerosos grupos de
especies entre ellas la cafa de azucar (Hodkinson et al., 2002). Para la amplificacion
de esta region se han realizado secuencias de iniciadores a partir de regiones
conservadas de los genes tRNA. En los estudios que se han hecho en diferentes
grupos de plantas al utilizar estos iniciadores se obtuvieron excelentes amplificaciones
en las siguientes especies: Acrocladium cuspidulum (Amblystegiaceae), Lunularia
cruciata (Lunalariaceae), Thelypteris palustris (Thelypteridaceae), Equisetum arvense
(Equisetaceae), Gymnosperma: Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), Pinus nigra
(Abietaceae), Angiosperms: Magnolia sp. (Magnoliaceae), Aconitum  Sp.

(Ranunculaceae), y Phalaris arundinaceae (Poaceae) (Tabarlet et al., 1991).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA

4.1.1. Localizacion
La descripcion fenotipica se llevé a cabo en el banco de variedades del Campo

Experimental Km 21 del Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, ubicado en la

carretera Circuito del Golfo Cardenas-Coatzacoalcos a 18°N 93°33’. El banco fue

establecido en 1994 (Valdez, 1994).

4.1.2. Descriptores fenotipicos
La descripcion fenotipica se basé en la metodologia descrita por Skinner

(1971); Rodriguez y Gonzalez (1984). Las 12 variedades de cafa de azucar se

describieron a los nueve meses de edad considerando las caracteristicas siguientes:

4.1.2. 1. Entrenudo
El tallo de la cana de azucar esta compuesto por una serie de unidades

relativamente independientes que se denominan entrenudos (Figura 2)
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Figura 2. Esquema de un entrenudo.
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Forma. En el aspecto longitudinal se tomaron en consideracién las formas mostradas

en la Figura 3.
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Figura 3. Aspecto longitudinal de tallos de cafia de azucar: A) cilindrica; B) Abarrilado; C) En

forma de huso; D) Conoidal; E) Obconidal; F) Céncavo convexo.

Color. Se determind desprendiendo manualmente la vaina de la hoja que cubre el
entrenudo inmediato a la parte del tallo que ha despajado naturalmente, contrastando
este color con la de la parte expuesta al sol.

Las tonalidades van del amarillo, verde y morado, y combinaciones como por ejemplo:

amarillo-verdosa, verde amarillento, verde-crema, morado-verdoso.
Canal de la yema. Es una depresion en el entrenudo que nace en la parte superior de

la yema, puede ser ancha o angosta, profunda o ligera, larga o corta, en ocasiones

desaparece y en muchas variedades no se presenta.
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Banda de raices. Morfolégicamente esta situada en la parte basal del entrenudo, en la
gue se encuentran la yema y varias hileras de primordios radicales.

Por su forma se puede clasificar como se ilustra en la Figura 4.
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Figura 4. Bandas de raices de entrenudos de cafa de azucar: A) Cilindrica; B) Abobinada; C)
Conica; D) Obconica.

Fisuras acorchadas. La superficie del entrenudo es generalmente lisa. Algunas
variedades presentan fisuras acorchadas que son pequefios surcos que le dan un

aspecto rugoso.

Grietas. En la corteza se presentan agrietamientos de diferente anchura y profundidad,
los cuales pueden ser cancelados o quedar abiertos como posible entrada de
patégenos. Se indicaron las especificaciones mencionadas y los tercios del tallo donde

se localizan.

4.1.2.2. Yema

Posicion en el entrenudo. Se encuentra en la banda radical, inmediatamente arriba
de la cicatriz foliar, despegadas o muy cercanas a ella.

Se anotd la posicion haciendo énfasis en la posicion basal de la yema en relacién a la

cicatriz foliar.

Forma: color, presencia de alas y pubescencia. En las yemas maduras el color se

parece al del entrenudo; se anotdé de acuerdo a lo especificado en el color del
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entrenudo. La parte visible de la yema estd compuesta de un disco central o costillas y
el ala.

El limite entre la costilla y el ala llamada articulacion, no siempre se nota y en
algunas variedades que tienen alas angostas; con frecuencia las costillas se confunden
con las alas. El ala es una membrana de ancho uniforme y existen variedades que
tienen el ala mas ancha en la base y I6bulos irregulares que en ocasiones alcanzan
buen tamano y forman un ala secundaria. Las yemas de algunas variedades presentan
pocos tricomas mientras que otras los presentan en abundancia.

Para registra esta variable se anoté la presencia y cantidad de vellosidad en la
yema, el color de la misma y la forma de acuerdo a la que correspondia con base a los

patrones de yema de la Figura 5.
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Figura 5. Forma mas comunes de la yema en cafa de azucar: A) Ovoide; B) Ovoide angosta;
C) Deltoide larga; D) Deltoide corta; E) Romboide; F) Pentagonal; G)
Pentagonal con alas en la parte superior; H) Ovoide angosta con alas
prominentes en la parte superior; 1) Redonda con alas laterales; J) Redonda
con poro germinal central; K) Ovoide con alas pronunciadas; L) Ovoide con
alas secundarias.

Tipo y tamaio. Pueden ser grandes, medianas y pequefas, en cuanto a tamafo, y en

cuanto a tipo plana o abultada. Estas caracteristicas se determinaran en forma visual.
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4.1.2.3. Hoja

Las hojas en el tallo se presentan en dos hileras sobre lados opuestos en forma
alterna una por nudo. Conforme se van desenvolviendo las hojas nuevas, las mas
viejas se van desprendiendo de tal forma que el numero permanece generalmente
constante a través de la vida de la planta.

La hoja estd compuesta por la ldmina y la vaina; donde se unen, se forma la
articulacion de la hoja con tejidos especializados; en la base de la vaina donde la hoja

se une al tallo, se forma una protuberancia denominada nudo o base de la vaina.

Lamina

a) Conformacion. La lamina de la hoja puede ser erecta con el apice curvado o
arqueada.

b) Color. Se anot6 el color de la lamina que puede variar del verde palido al verde

OScCuro.

Vaina. La vaina de las hojas esta inserta en el nudo y forma un tubo abierto cuyos
extremos se traslapan.

a) Cera. Los depésitos de cera pueden ser delgados o gruesos.

b) Pubescencia. En algunas variedades la vaina es lisa y en otras presenta abundantes
ahuates, que se pueden presentar en agrupaciones mas o menos definidas. La

determinacién de esta caracteristica se efectué de acuerdo a la Figura 6.

1 = T2 3 4

Figura 6. Caracteristicas de la lamina o vaina de la hoja de la cafia de azucar: 1) Ausencia; 2)
Escasos; 3) Regular; 4) Cuantiosos.
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Auriculas. Son apéndices asimétricos de la vaina de la hoja.

Tipo de auricula. El tipo de auricula se determin6 de acuerdo a la Figura 7.
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Figura 7. Tipos de auriculas en cafia de azucar: 1) Transitoria oblicua; 2) Transitoria horizontal,

3) Transitoria ascendente; 4) Dental; 5) Deltoides; 6) Lanceolada corta; 7)

Abultada; 8) Espoloneada; 9) Aguda; 10) Lanceolada.

Pubescencia. Se pueden presentar tricomas entre la auricula y la lamina que son

caracteristicas de la variedad. Se anotd su presencia de ver el caso.

Ligula. Es un apéndice membranoso situado en la union interna de la vaina y la lamina

de la hoja. Se reconocen cuatro tipos de ligula (Figura 8).
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Figura 8. Tipos de ligula de cafia de azucar: 1) Deltoide; 2) Lineal; 3) Creciente; 4) Arco.



Collar. Es la parte externa de la union de la lamina y la hoja, la parte interna donde se
encuentra la ligula se denomina cuello.

Forma. Se presentan tres formas basicas de collar (Figura 9)

A o B c

Figura 9. Tipos de collar de cafia de azucar: A) Deltoides; B) Rectangular; C) Ligular.

Color. Conforme la hoja madura, el collar adquiere un color verde aceituna, verde-
cafesoso o mas oscuro.
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4.2. ANALISIS FILOGENETICO DEL GENERO Saccharum

4.2.1. Variedades de caina de azucar.

Se utilizaron 12 variedades de cafia de azucar (Cuadro 1). De las variedades
se tomaron hojas jovenes de plantas en campo de acuerdo a la metodologia
recomendada por el protocolo del laboratorio de genética molecular aplicada del
CIMMYT (2006).

Cuadro 1. Variedades de cafia de azulcar cultivadas en el estado de Tabasco,
utilizadas en este estudio.

Variedad Progenitores Pais de origen
C 87-51 Co 281 x POJ 2878 Cuba

Mex 57-1285  CP 52-43 X CB 45-6 México

Mex 59-32 B 35-187 x CP 34-120 México

Mex 91-130 Mex 57-280 x Mex 72-161  México
ATM 96-40 SP 70-6180 x Mex 79-431  Meéxico

RD 75-11 CB 38-22 X CP 57-603 Republica Dominicana
Mex 79-431 Co 421 x Mex 57-473 México

B 4362 B 37-161 x POJ 2878 Barbados

Mex 69-290 Mex 56-476 x Mex 53-142  México

SP 70-1284 CB 41-76 X ? Brasil

CP 72-2086 CP 62-374 x CP 63-588 Estados Unidos

Mex 68-P-23 Mex 59-84 x ? México

4.2.2. Extraccion del DNA

Para la extraccion del DNA se emple6 el método descrito por Baindrige et al., (1990). El
cual consiste en macerar 5g de hoja jovenes con nitrégeno liquido y transferirlos a
tubos eppendorf de 2.0 ml, agregandole 600 uL de la solucion de lisis (10 mM Tris-
base-HCI pH 8.0, 250 mM EDTA 2H,0 pH 8.0, Proteinaza K (Sigma) 200 pg MI™, Triton
x 100, 0.5%). Se incubd a 37°C hasta el dia siguiente, posteriormente se agregaron
150 uL de NaCl (1.5 M), 700 uL de fenol equilibrado y 300 uL de cloroformo, se
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centrifugo a 10500 rpm durante 10 minuto, la fase acuosa se transfirié a otro tubo al
cual se le agregd 1 ml de cloroformo, se centrifugo a 10500 rpm durante 10 minuto. El
sobrenadante se recuper6 y se precipitd con 600 yL de etanol, dejandose reposar
hasta el dia siguiente a 4°C, se centrifugo a 10500 rpm durante 20 minuto, se dejo
secar la pastilla por 30 minutos a 37°C por inversion de los tubos. Se resuspendié el
DNA en 80 yL de TE pH 8.0 (10mM Tris-HCI pH 7.6, 1mM EDTA pH 8.0).

Para visualizar el DNA se separaron fragmentos por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5%, a 75 volts durante 45 min.

Se determind la concentracion de DNA mediante la lectura por el método de

espectrometria y se igualaron las concentraciones de todas las muestras a 100 ng pl™"

4.2.3. Amplificacion mediante ITS (Internal Transcribed Spacer)

Para las amplificaciones de las regiones ITS del rDNA se utilizaron los
iniciadores ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’). Se hizo una mezcla de 5X de reaccién Buffer (5
pl), MgCl, (2.0 pl), dNTP 1 mM (2.0 ul), agua (6.6 ul), Taq DNA polimerasa (0.4 ul) y
DNA gendmico (1.5 ul) para un volumen final de 20 pl y se incubd en termociclador (Bio
— Rad) utilizando 35 ciclos a 94 °C por 2 min, 36 ciclos 94°C por 1 min, 65°C por 1 min,
72°C por 1 min, 37 ciclos 72°C 5 por 1 min, y 38 ciclos 40°C por 1 min.

4.2.4. Amplificacion mediante iniciadores trnL-F

Para la amplificacion del DNA de cloroplasto se utilizaron los iniciadores
universales frnL-F propuesto por Taberlet et al. (1991), para estudiar la relacién
filogenética en Saccharum officinarum ya que esta regidn es mas variable que otros
loci cloroplasto (Figura 10). Se hizo una mezcla de 5X de reaccién Buffer (5 pl), MgCl,
(2.0 pl) iniciador 1 (trnLF), iniciador 2 (tmLC), dNTP 1 mM (2.0 ul), agua (7.5 ul), Taq
DNA polimerasa (0.5 pl) y DNA genémico (1.5 pl) para un volumen final de 20 pl y se
incubd en termociclador (Bio — Rad), utilizando 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 50- 56 °C

por 1 miny 72 °C por 2 min, con sus secuencias (Cuadro 2).
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Figura 10. Ubicacion aproximada de iniciadores trnL-F (Taberlet et al., 1991).

Cuadro 2. Secuencia de los iniciadores trnlL-F utilizados en el estudio.

Nombre Secuencia

CATTACAAATGCGATGCTCT
TCTACCGATTTCGCCATATC
CGAAATCGGTAGACGCTACG
GGGGATAGAGGGACTTGAAC
GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
ATTTGAACTGGTGACACGAG

-~ DO QO O T

La zona elegida del DNA de cloroplato para el estudio en variedades de cana
de azucar del estado de Tabasco fue la comprendida entre los genes trnL-F (Figura
11). Estas zonas han sido utilizadas ampliamente para la realizacion de estudios
filogenéticos en diversas especies, y ademas codifica el tRNA de la leucina (trnL) y el
tRNA de la fenilalanina (trnF), cuenta con varios cientos de bases de DNA no

codificante entre estos genes y dentro del intron del gen trnL (Tabarlet et al., 1991).
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Figura 11. Localizacion de los genes trnL-F en el genoma del cloroplasto de Sacharum
officinarum.

4.2.3. Alineamiento de secuencias

Las muestras obtenidas de PCR fueron secuenciadas en Macrogen Inc en
Seoul, Korea. Para realizar el alineamiento de secuencias se utilizé el programa MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analisys) versidon 4.0 (Tamura et al., 2007) y
alineadas con las secuencias depositadas en las bases del National Center for
Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nim.nih.gov/.

Después de realizar los alineamientos se elaboré el arbol filogenético con los

programas MEGA y Mr. Bayes (Bayesian Analysis of Phylogeny) version 3.1.
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4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE LA TECNICA AFLP

El procedimiento para la realizacion de los AFLPs, se realizé siguiendo las
recomendaciones indicadas en el Kit AFLP®Analysis System | y AFLP® Starter Primer
Kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA).

4.3.1. Digestion genémica del DNA

El DNA gendmico fue digerido usando las enzimas de restriccion EcoRl y Msel.
Se hizo una mezcla de 5X de reaccion Buffer (5 pl), DNA control de tomate (100 ng en
5 ul (2.5 pl), muestra DNA (250 ng en 18 ul), EcoRIl/Msel (2 ul), agua destilada (15.5 pl)

para un volumen final de 25 ul. Se encubd a 37°C por 2 h.

4.3.2. Ligacién de adaptadores
Para la ligacion se hizo una dilucién 1:5, con 24 pl de adaptadores solucion de

la ligacidon y 1 ul de T4 DNA ligasa para un volumen final de 25 pl.

4.3.3. Pre - amplificacion

La pre-amplificacion se realizé con una dilucion 1:10 de la mezcla Primer Mix
(40 pI), 10 X PCR buffer plus Mg (5.0 pl), Tag DNA polimerasa (1 ul) (Cuadro 3).
La solucion resultante fue llevada a un termociclador DNA (Engine Peltier Thermal
Cycler de Bio-Rad), previamente programado para 20 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C por
1 miny 72 °C por 1 min. De la pre amplificacion se prepararon diluciones 1:10 con agua
para AFLP (Sigma).

Cuadro 3. Reactivos usados en la pre-amplificacion en cafia de azucar

Componentes Volumen (pl)
DNA (1:10, de ligacion) 5.0
Mezcla de primer de pre-amplificacion 40.0
Buffer de PCR 10X con Mg 5.0
Taq DNA polimerasa (5 U. pl ™" 1.0
Volumen total 51.0
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4.3.4. Amplificacion selectiva
De acuerdo a las recomendaciones del fabricante se buscaron posibles
combinaciones para encontrar las que dieran mejor patron de bandeo y asi poder

diferenciar las 12 variedades de cafia de azucar (Cuadro 4).

Cuadro 4. Combinaciones de iniciadores en cafa de azucar

No. Combinacion de iniciadores
Combinaciones EcoR I/Mse |

E-AAC/M-CAC
E-AAG/M-CTC
E-ACA/M-CTT
E-ACC/M-CTA
E-AAC/M-CAG
E-AAC/M-CTG
E-ACC/M-CTG
E-ACG/M-CAC
E-ACG/M-CAA
10 E-ACT/M-CTC
11 E-AGC/M-CAT
12 E-AGG/M-CAT

OCoOoO~NOO AR WN =

Se realizaron dos mezclas. La primera se hizo con 0.5 pl para el iniciador EcoRI
y para el iniciador Msel se utilizaron 4.5 yl. Para la segunda mezcla se tomaron 5 pl de
una dilucion 1:10 del resultado de la primera amplificacion con H,O destilada (7.9 pl),
10 X PCR buffer plus Mg (2.0 pl), Tag DNA polimerasa (0.1 ul) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Reactivos usados en la amplificacion selectiva de cafna de azucar

Mezclas Componente Volumen (pl)
Mezcla 1 Iniciador EcoR | 0.5
Iniciador Mse | (contiene dNTPs) 4.5
Volumen total 5.0
Mezcla 2 Agua destilada H,0 7.9
Amortiguador para PCR 10X con Mg 2.0
Taq polimerasa (5 U pl ™) 0.1
Volumen total 10.0
Final DNA molde (pre-amplificacién 1:10) 5.0
Mezcla 1 5.0
Mezcla 2 10.0
Volumen total 20.0
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La mezcla final fue incubada en el termociclador DNA (Engine Peltier Thermal
Cycler de Bio-Rad), previamente programado para un ciclo a 94°C 30 s, 65°C por 30 s
y 72°C por 60 s, con un gradiente de 0.7 °C por ciclo; 33 ciclos a 95 °C 30 segundos,
56 °C 30 segundos y 72 °C por 1 min con un gradiente de -0.7 °C por 13 ciclos; 23
ciclos a 94 °C por 30 s, 56°C por 30 sy 72°C por 1 min.

Finalmente se separaron fragmentos de DNA por electroforesis vertical en gel

de poliacrilamida al 16%, seguido de una tincién con plata, a 250 volts durante 3 h.

4.3.5. Andlisis estadistico

A partir de los patrones electroforéticos obtenidos de las pruebas moleculares
se evaluaron las bandas de forma binaria considerando el valor 0 como ausencia y 1
como presencia. A partir de las matrices de los datos originales, se calculd el
coeficiente de similitud genética entre cada par de genotipo, utilizando solo las bandas
polimorficas, mediante el paquete estadistico NTSys PC. 2.0 (dendrograma y matriz de

distancia genéticas).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA
La descripcion fenotipica de las 12 variedades de cafia de azucar estudiadas
se presenta en los cuadros 6 a 17 presentando las principales caracteristicas de

entrenudo, yema y hoja.

Cuadro 6. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad C 87-51
Descripcion

Entrenudo Forma: cilindrica, color morado

cuando esta expuesta al sol y

presenta una coloracién crema

con tintes morados cuando esta

cubierta por la vaina.

Yema Forma: ovoide, la posicién en el
entrenudo es despegada de la
cicatriz foliar y toca ligeramente
el anillo de crecimiento, el color
es crema con tintes rojizos, no
presenta pubescencia y sus
alas son pequenas.

Hoja La conformacion de la lamina
es erecta con el apice curvado,
color verde obscuro, el color de
la vaina es aceituna, con cera
abundante y poca pubescencia.
La forma de la auricula es
transitoria ascendente la interna
y dental la externa.
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Cuadro 7. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 57-1285

Descripciéon
Entrenudo Forma: concavo-convexo, el
color es verde cremoso,
expuesto al sol tiene tintes
morados, cubierto por la vaina
presenta tintes cafés, con
capa de cera gruesa queda la
apariencia de encalado, no
presenta canal de yema.

Yema Forma: redonda con alas
pegadas, las bandas de raices
son altas, con pocas hileras de
raices, el anillo de crecimiento
es ligeramente rojizo en el
lado opuesto a la yema, la
posicion en el entrenudo de la
yema es despegado de la
cicatriz foliar y toca el anillo de
crecimiento ligeramente,
presenta una callosidad, de
tipo y tamano media abultada.

Hoja La conformacion de la lamina
es erecta con el apice
curvado, color de la vaina es
verde claro, cera regular, no
presenta  pubescencia, la
auricula es deltoide, la interna
y la externa es transitoria
ascendente. La ligula es
deltoide.
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Cuadro 8. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 59-32

Descripcion
Entrenudo Forma: abarrilado, el color
cuando esta expuesta al sol es
morado y cubierta por la vaina
es verde, cera delgada.

Yema Forma: ovoide, con tintes de
color morado en los apices de
las alas y pubescencia escasa.

Hoja La conformacion de la lamina
es arqueda, color verde claro.

El tipo de auricula la interna es
aguda y la externa transitoria
oblicua. Ligula tipo deltoide,
collar de forma regular verde
claro, la conformacién de la
copa es deltoides. Las bandas
de raices son obcénica.
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Cuadro 9. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 91-130
Descripciéon

Entrenudo | Forma: cilindrica, color de
tallos amarillo de con tintes
verdes cuando esta expuesta
al sol y crema cuando esta
cubierta por la vaina, habito
de crecimiento erecto.

Yema Forma: deltoide larga, rebasa
el anillo de crecimiento.

Hoja La conformaciéon de la lamina
es erecta con el apice
curvado, color verde claro. El
tipo de auricula la interna es
espolonciada y la externa
transitoria horizontal.
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Cuadro 10. Descripcién del entrenudo, yema y hoja de la variedad ATM 96-40

Descripciéon

Entrenudo Forma: cilindrica, el tallo es
verde claro cuando esta
cubierto por la vaina verde
con tintes morados con
capa gruesa de cera, el
habito de crecimiento es

erecto.

Yema Forma: deltoide corta, no
rebasa el anillo de
crecimiento.

Hoja La conformacién de Ila

lamina es erecta con el
apice curvado, color verde
obscuro. La auricula la
interna es lanceolada corta,
y la externa transitoria
oblicua.
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Cuadro 11. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad RD 75-11

Descripcion

Entrenudo Forma: cilindrica, tallo inclinado,
solido, color verde amarillento
cuando esta expuesto al sol y
color verde crema cuando esta
cubierto por la vaina; con escasa
cantidad de cera, de corteza
blanda; regular despaje, no
presenta canal de la yema,
cicatriz foliar oblicua, anillo de
crecimiento ligeramente abultado
amarillo, presenta grietas de
crecimiento en los tercios
inferiores y medio del tallo, su
forma es ligera a profunda a todo
lo largo del entrenudo.

Yema Forma: redonda con poro
germinal central, y alas cortas,
despegada de la cicatriz foliar y
toca ligeramente el anillo de
crecimiento.

Hoja La conformacién de la lamina es
erecta con el apice curvado, color
verde claro. Hoja ancha, color
verde palido; vaina color verde
crema con escasa cantidad de
ahuates. La auricula interna
espolonciada y la externa
transitoria  horizontal.  Ligula
creciente, collar ligular color
verde aceituna, banda de raices
obcdnica, copa tamafno grande.
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Cuadro 12. Descripcidn del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 79-431

Descripcion
Entrenudo Forma: cilindrica, el tallo es
verde claro cuando esta
cubierta por la vaina verde
amarillento cuando, esta
expuesto al sol, el habito de
crecimiento es oblongo.

Yema Forma: abultada en forma
pentagonal.

Hoja La conformacion de la
lamina es arqueada, color
verde claro, de anchura
media. La auricula la
interna es lanceolada corta,
y la externa transitoria
oblicua.
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Cuadro 13. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad B 4362

Descripcion
Entrenudo | Forma: concavo-convexo, con '
fisura acorchada, color verde
amarillento  cuando  esta
expuesto al sol y cubierto por
la vaina es de color verde
palido, cubierto totalmente de
cera delgada, canal de Ia
yema incipiente, ligero, corto y
angosto, el anillo de
crecimiento  presenta una
coloracion amarillenta clara y
rojiza en el lado opuesto de la
yema, presenta grietas de
crecimiento muy ligeras.
Yema Forma: ovoide, no presenta
alas, ni pubescencia, de
tamano mediano.

Hoja La conformacién de la lamina
es erecta con el apice
curvado, color verde claro, el
color de la vaina es verde
amarillento con pubescencia
regular. La auricula la interna
es lanceolada y la externa
transitoria ascendente. Ligula
creciente, collar deltoides, el
tamano de Ila copa es
mediano.
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Cuadro 14. Descripcién del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 69-290
Descripcion

Entrenudo Forma: cilindrica, color verde
crema cuando estan cubiertos
por la vaina de la hoja y verde
claro cuando estan expuestos
al sol, la suavidad de la corteza
es regular, tallo moledero.

Yema Forma: ovoide, con poca
frecuencia toca el anillo de
crecimiento, en  ocasiones

presenta yemas dobles
asimétricas.
Hoja La conformacion de la lamina

es arqueada, color verde claro.
La auricula la interna es
lanceolada y la externa
transitoria ascendente.
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Cuadro 15. Descripcién del entrenudo, yema y hoja de la variedad SP 70-1284

Descripcion
Entrenudo Forma: cilindrica, color verde
amarillento cuando esta cubierto
por la vaina y verde claro
cuando esta expuesta al sol
presenta tintes morados, cera
regular.

Yema Forma: ovoide, con el canal de
la yema ancho, ligero y largo, no
presenta fisuras acorchadas, el
anillo de crecimiento es amarillo
abultado.

Hoja La conformacion de la hoja es
erecta, color verde claro, con
cera escasa Yy pubescencia
regular. El tipo de auricula es la
interna lanceolada corta y la
externa es transitoria horizontal,
solo presenta pubescencia en
auriculas tiernas. Las bandas de
raices cilindricas.
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Cuadro 16. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad CP 72-2086
Descripciéon

Entrenudo Forma: cilindrica, el tallo
es verde amarillento
cuando esta expuesta al
sol, y verde crema
cuando esta cubierta por
la vaina, el habito de
crecimiento inclinado.

Yema Forma: ovoide, no llega
al anillo de crecimiento.

Hoja La conformacion de la
lamina es arqueada,
color verde claro. La
auricula la interna es
lanceolada corta, y la
externa transitoria
horizontal.
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Cuadro 17. Descripcion del entrenudo, yema y hoja de la variedad Mex 68-P-23

Descripcion

Entrenudo | Forma: cilindrica, color verde-
amarillento cuando esta
expuesta al sol y verde crema
cuando esta cubierta por la
vaina, cera regular, no
presenta canal de yema, las
bandas de raices son
obconicas, con fisuras
acorchadas escasas, el anillo
de crecimiento es verde
amarillento ligeramente
abultado, grietas de
crecimiento regular en el
primer tercio.

Yema Forma: redonda con alas
laterales, despegada de Ila
cicatriz foliar y no llega al anillo
de crecimiento, con
pubescencia de alas escasas.

Hoja La conformacién de la lamina
es arqueada de color verde
obscuro, cera escasa y poca
pubescencia. ElI tipo de
auricula es lanceolada corta la
interna y la externa transitoria
horizontal, solo presenta
pubescencia escasa en
auriculas tiernas, el tipo de
ligula es creciente, la forma
del collar es ligular, color verde
cafesoso.
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Al agrupar a las 12 variedades de cafia de azucar conforme al tipo de
entrenudo se encontré que las variedades se reparten bien en tres grupos. El grupo | lo
comprendio las variedades C 87-51, Mex 91-130, ATM 96-40, RD 75-11, Mex 79-431,
SP 70-1284, CP 72-2086, Mex 69-290 y Mex 68-P-23 presentaron forma cilindrica. El
grupo Il lo integré las variedades Mex 57-1285 y B 4362 quienes presentaron forma
céncavo-convexo y en el grupo lll lo conformd la variedad Mex 59-32 quien presenté
forma abarrilado.

Otra caracteristica fenotipica importante es la forma de la yema quien presento
seis formas diferentes en las variedades C 87-51, Mex 59-32, B 4362, SP 70-1284,
Mex 69-290 y CP 72-2086, es ovoide, las variedades Mex 57-1285 y Mex 68-P-23
presentaron forma redonda con alas laterales, la variedad Mex 91-130 presentd forma
deltoide larga y la variedad ATM 96-40 presento deltoide corta, la variedad RD 75-11 su
forma es redonda con poro germinal central y la variedad Mex 79-431 present6 forma
pentagonal.

En la conformacién de la hoja predomino la forma erecta con el apice curvado
en las variedades C 87-51, Mex 57-1285, Mex 91-130, RD 75-11, ATM 96-40, B 4362 y
SP 70-1284. Las variedades Mex 79-431, Mex 59-32, Mex 69-290, CP 72-2086 y Mex
68-P-23 presentaron forma arqueada.

El tipo de auricula externa para las variedades Mex 91-130, RD 75-11, SP 70-
1284, CP 72-2086 y Mex 68-P-23 es transitoria horizontal, las variedades Mex 57-1285,
B 4362 y Mex 69-290 es transitoria ascendente, las variedades ATM 96-40, Mex 79-
431 y Mex 59-32 el tipo de auricula es transitoria oblicua, solo la variedad C 87-51 tiene
forma dental.

En lo que respecta el color del tallo esta no es una caracteristica que se
comporte de manera estable los colores variaron cuando estan expuestos al sol y
cuando estan cubiertas por la vaina. Por ejemplo la variedad, C 87-51 y Mex 59-32
presentaron color morado cuando estan expuestas al sol, pero cuando estan cubiertas
por las vainas su color fue diferente para ambas. Las variedades RD 75-11, Mex 79-
431, B 4362, SP 70-1284, CP 72-2086 y MEX 68-P-23 todas presentaron color verde
amarillento cuando estan expuestos al sol pero su color vario al estar cubiertos por la
vaina. Las variedades Mex 57-1285, Mex 91-130 y ATM 96-40 presentaron diferencias
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en el color cuando estan expuestos al sol y asi como, cuando estan cubiertas por la
vaina. (Cuadro 7, 9 y 10). Esto coincide con lo descrito por Yang y Baker. (1991);
Magari y Kang. (1993) quienes mencionan que las diferencias fenotipicas pueden estar
afectadas por el ambiente y puede deberse a como influye cada genotipos desde un

ambiente, lo que permite excluir al color del tallo como variable fenotipica.

5.2. ANALISIS FILOGENETICO DEL GENERO Saccharum

5.2.1 Amplificacion de la region trnL-F de cloroplasto

Como resultado de la amplificacion de la regién trnL-F de cloroplasto de las 12
variedades de cana de azucar del estado de Tabasco se encontré6 que tienen
aproximadamente 400 pares de bases (bp) (Figura 12). Estas regiones de cloroplastos
han sido utilizadas ampliamente para la realizacion de estudios filogenéticos en
numerosos grupos de especies de plantas entre ellas la cafia de azucar (Hodkinson et
al., 2002), por codificar el tRNA de la leucina (trnL) y el tRNA de la fenilalanina (trnF) y
contar con varias cientos de bases de DNA no codificante entre estos genes y dentro
del intron del gen trnL (Tabarlet et al., 1991).

M1 23456789 101112M1 2,345 6 7 89 101112M

Dilucion 1: 5 Dilucion 1: 30

Figura 12. Amplificaciones de las 12 variedades de cafia de azlUcar mediante iniciadores trnL-
F. Variedades: Dilucién 1:5: 1) C 87-51; 2) Mex 57-1285; 3) Mex 59-32; 4) Mex 91-130; 5)
ATM 96-40; 6) RD 75-11; 7) Mex 79-431; 8) B 4362; 9) Mex 69-290; 10) SP 70-1284; 11)
CP 72-2086; 12) Mex 68-P-23; Marcador 1 kb. Dilucién 1:30: 1) C 87-51; 2) Mex 57-1285;
3) Mex 59-32; 4) Mex 91-130; 5) ATM 96-40; 6) RD 75-11; 7) Mex 79-431; 8) B 4362; 9)
Mex 69-290; 10) SP 70-1284; 11) CP 72-2086; 12) Mex 68-P-23; Marcador 1 kb.

Al elaborar el arbol filogenético construido en base a las secuencias de la

region trnL-F se encontrd que las 12 variedades estudiadas pertenecen a Saccharum
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officinarum (Figura 13). Los genes de cloroplasto han sido amplificados con el genoma
completo de la cafia de azucar (S. offcinarum), es una molécula doble circular de DNA
de 141,182 pb (Asano et al., 2004) y Calsa et al., 2004).

Estos modernos cultivares se heredan de las cruzas iniciadas al final del siglo
XIX entre Saccharum officinarum y Saccharum spontaneum vy tienen alrededor de 70-
80% y 10-20% de cromosomas de dichas especies respectivamente (Piperidis y D'Hont
2001; Cuadrado et al., 2004). Durante la transmision de cromosomas en el proceso de
“nobilizacion” se ha demostrado que S. officinarum transmite la totalidad de su
complemento cromosémico somatico (2n) cuando se cruza con S. spontaneum que a
su vez transmite su haploide (n) (Roach, 1968), por lo que es mas posible que las
variedades comerciales modernas pertenezcan a Saccharum officinarum como se

encontro para las variedades estudiadas del estado de Tabasco.

Saccharumhybridocultivar SP-80-3280
Mex 69-290

B 4362

Mex 57-1285

Mex 59-32

Mex 68-P-23

SP 70-1284

Mex 91-130

Mex 79-431

CP 72-2086

ATM 96-40
Saccharumofficinarum

C 87- 51

RD 75-11

Miscanthus transmorrisonensis

00005

Figura 13. Arbol filogenético construido con las secuencias correspondientes al gen tRNAL de
cloroplasto de 12 variedades de cafa de azucar, mediante el método Neighbor-joining y
el modelo de substitucion nucleotidica de Tamura-Nei con 1000 repeticiones bootstrap.

48



En la Figura 14 se muestra la secuencias de aminoacidos de cafia de azucar del
estado de Tabasco alineadas con las secuencias de Sacharum officinarum,
depositadas en las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). El resultado comprueba que las 12 variedades del estado de Tabasco

pertenecen a Sacharum officinarum.

12 Variedades de cana de azucar del estado de Tabasco
GTGCATCATCTTAGTAAAGTATTTGCATCTATGTCAATTAAAGGGACTAAAAAATCAATAAAGTATTCCATTCAAAA

TTAGGAAATGGGAGGGGTAGTCCTATGCATTGTGGATGGCTTACTTAATAATACTTAAAAAAATCGAATTAATAATC
GAGATTCCTTGCCGATACTCTACTCTAATAAATAAAAAAAAGAAATAAAAAAGAAATCATCTATTTAATGAATAGCA
TAAGATTCATTGAGTTCTTGTCGCACTCCTTTGTGAAAGAGTAGAATGAGAAAGCTAGTGAATCTTAAACCCATTGA
TAAAAGAAAAAAAGGATAACAACTATGGTTAGGGAATAAAAGAGGGTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGA
CTTATAAAGTCGACGGATTTTCCTTTTACTAGAAATTTCATTGTTGTCAGTATTGACATGTAGAATGGGACTCTCTC
TTTATCCTCGTCCGATTAATCCACTTTTTAAAAGATCTCGAAAACAATGAATTGAAGGATTTGATTACTCAATATTC
GATTGGAATAGATTCACAATAATTCTAAAAAAATTATGAATTTTCTATTTCATAATCATTCCTAATTTCATTCTAAA
AATAAAATAAAGAACCTATATTATAATATGGGTTCTGTGATTAATCGTTATTACTTCGATTCGTTAGAACAGCTTCC
ATTGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTCCTTTGGGTTCTAGTTTGAGAACCACTTGTTTTTTCAAAAAAGGGGATTTGG
CTCAGGATTGCCCATTTTTCAT

Saccharum officinarum
GTGCATCATCTTAGTAAAGTATTTGCATCTATGTCAATTAAAGGGACTAAAAAATCAATAAAGTATTCCATTCAAAA

TTAGGAAATGGGAGGGGTAGTCCTATGCATTGTGGATGGCTTACTTAATAATACTTAAAAAAATCGAATTAATAATC
GAGATTCCTTGCCGATACTCTACTCTAATAAATAAAAAAAAGAAATAAAAAAGAAATCATCTATTTAATGAATAGCA
TAAGATTCATTGAGTTCTTGTCGCACTCCTTTGTGAAAGAGTAGAATGAGAAAGCTAGTGAATCTTAAACCCATTGA
TAAAAGAAAAAAAGGATAACAACTATGGTTAGGGAATAAAAGAGGGTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCCTCACGA
CTTATAAAGTCGACGGATTTTCCTTTTACTAGAAATTTCATTGTTGTCAGTATTGACATGTAGAATGGGACTCTCTC
TTTATCCTCGTCCGATTAATCCACTTTTTAAAAGATCTCGAAAACAATGAATTGAAGGATTTGATTACTCAATATTC
GATTGGAATAGATTCACAATAATTCTAAAAAAATTATGAATTTTCTATTTCATAATCATTCCTAATTTCATTCTAAA
AATAAAATAAAGAACCTATATTATAATATGGGTTCTGTGATTAATCGTTATTACTTCGATTCGTTAGAACAGCTTCC
ATTGAGTCTCTGCACCTATCCTTTTCCTTTGGGTTCTAGTTTGAGAACCACTTGTTTTTTCAAAAAAGGGGATTTGG
CTCAGGATTGCCCATTTTTCAT

Figura 14. Secuencias de aminoacidos de cafa de azucar del estado de Tabasco y de
Sacharum officinarum.
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5.2.2. Amplificacion de la region ITS del rDNA

Al realizar la amplificacién de la regidén ITS del rDNA, se obtuvo un fragmento
de aproximadamente 300 bp, basandose en el marcador de peso molecular de 1 kb
(Figura 15). En la actualidad los ITS es uno de los fragmentos mas amplificados para
establecer relaciones filogenéticas entre plantas y hongos ya que tienen un area de alta
variabilidad, lo que permite diferenciar individuos relacionados genéticamente (Atkins y
Clark, 2004). Estos resultados fueron similares a los encontrados de la secuencia de la
region trnL-F de cloroplasto de las 12 variedades de la cafia de azucar del estado de
Tabasco, comprobandose que tanto la regién de cloroplasto como la de ribosoma
fueron efectivas para comprobar que las 12 variedades de cafia de azucar estudiadas

pertenecen a S. officinarum.

Wt 0 R A M M S M M

= -

Figura 15. Analisis de los ITS amplificados en 12 variedades de cafia de azucar del estado de
Tabasco mediante iniciadores trnL- trnF. Variedades: 1) C 87-51, 2) Mex 57-1285, 3) Mex
59-32, 4) Mex 91-130, 5) ATM 96-40, 6) RD 75-11, 7) Mex 79-431, 8) B 4362, 9) Mex 69-
290, 10) SP 70-1284, 11) CP 72-2086, 12) Mex 68-P-23, M) Marcador 1 kb.
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5.3. CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE LA TECNICA AFLP

Los productos de amplificacion evaluados, para visualizar y llevar a cabo
analisis de polimorfismos con marcadores AFLP se observd que existe diferencia entre
las variedades analizadas. Después de realizar 12 combinaciones de estos
amplificadores se encontré que la combinacién E-ACC/M-CTA fue la que mostré mayor
polimorfismo entre variedades. El tamafio de los fragmentos polimdrficos detectados

con esta combinacién de cebadores oscilé desde 72 hasta 1353 pb (Figura 16).
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Figura 16. Combinacion E-ACC/M-CTA. Variedades: 1) 87-51, 2) Mex 57-1285, 3) Mex 59-32,
4) Mex 91-130, 5) ATM 96-40, 6) RD 75-11, 7) Mex 79-431, 8) B 4362, 9) Mex 69-290,
10) SP 70-1284, 11) CP 72-2086, 12) Mex 68-P-23, 13) control +, M) Marcador (¢ X
174/Hae — lll). Las flechas indican la dispersién de las bandas polimérficas.

También se observd que existe un escaso polimorfismo detectado que indica la
estrecha base genética de las 12 variedades evaluadas cultivadas en el estado de
Tabasco. La estrecha base genética puede deberse a que el género Saccharum se
caracteriza por una alta poliploidia y una aneuploidia frecuente (Cornide y Galvez,
1999), ademas la cafa de azucar tiene un genoma complejo que va de 2500-4000
millones de pares de bases (Mbp/1C) (Arumuganathan y Earle, 1991). Solo S.
offcinarum tiene un genoma de DNA cloroplastico de 141,182 pb. (Asano et al., 2004;
Calsa et al., 2004).
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Otra razén del poco polimorfismo observado puede deberse que las cruzas
entre genotipos se enfocan principalmente a la generacion de variedades con
resistencia a plagas y enfermedades (Harvey el at., 1994). Estas cruzas han sido
exitosas y han originado variedades de cafia de azucar mas productivas pero con una
marcada reduccién en su base genética (Jannoo et al., 1999).

La técnica AFLP ha mostrado resultados exitosos en cafia de azucar en varios
paises. Estudios realizados en Brasil, con 79 cultivares detectaron un promedio de 50%
de polimorfismo (Lima et al., 2002) En la India (Selvi et al., 2006) reportaron un
promedio de 52% de polimorfismo entre 28 cultivares, utilizando 12 combinaciones.

En México, Rodriguez et al. (2005) caracterizaron las 15 variedades mas
utilizadas en la produccion de cafia de azucar, utilizando 12 combinaciones de AFLP.
Sus resultados generaron un total de 884 marcadores, de los cuales 55.3% fueron
polimorficos. Las variedades Mex 73523 y Mex 68-P23 se ubicaron en las ramas mas
alejadas del dendrograma y aparecen como no unidas a otras variedades.

Raboin et al. (2008) hicieron un estudio poliploide en 72 clones de Saccharum
spp utilizando la técnica AFLP. Encontraron 1,537 marcadores polimérficos con 42
combinaciones; de estos marcadores, solo 463 fueron localizados en el mapa genético.

El dendrograma revel6 tres grupos distintos de Saccharum spp (Figura 17). El
grupo | comprendio las C 87-51, ATM 96-40, B 4362, Mex 69-290, Mex 57-1285 y Mex
91-130, las cuales presentaron un 0.77% de similitud genética, estos materiales
presentaron mas cercania genética, con el mayor coeficiente de similitud entre ellos
comparados con las variedades del grupo |l.

El grupo Il comprendio las variedades, RD 75-1, Mex 79-431, SP 70-1284, Mex
59-32 y CP 72-2086, variedades que presentaron entre ellas un conglomerado, por
consiguiente un 0. 70% de caracteristicas similares.

El grupo lll lo integré la variedad Mex 68-P-23, de las variedades analizadas
fue la que presentd una menor similitud genética con un 0.22% con el resto de las
variedades. Resultados similares se encontraron por Rodriguez et al. (2005), en donde
se comprobd que los genotipos estudiados constituyeron una poblacion genéticamente
estrecha, encontrando que la variedad Mex 68-P-23 fue una de las que mostré una
mayor distancia genética lo cual pudiera indicar un incremento en la variabilidad
genética y ser util en futuras cruzas para el mejoramiento genético. Estos resultados
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coinciden con los numerosos estudios de cafia de azucar que han demostrado la
estrecha base genética de los cultivares modernos (Grivet el at., 1996; Canales et al.,
2003).

—C 87-51

———ATM 96-40
B 4362

Mex 69-290

——————Mex 57-1285

e} 91-130
—RD 75-11
—LMEX 79-431
—————SP70-1284
Mex 59-32

CP 72-2086
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" p97

p 18 038

Figura 17. Dendrograma basado en la similitud genética AFLP de 12 variedades de
cafa de azucar cultivadas en el estado de Tabasco.

Estudios realizados en genotipos de cafa de azucar han demostrado que existe
un pequefo grado de diversidad a nivel del DNA entre las variedades modernas
(Berding y Roach, 1987; Roach, 1989; Arro, 2005). En Cuba también se encontré que
las variedades comerciales de cana de azucar actuales presentan baja variabilidad
genética entre ellas (Arencibia et al., 2006), estos mismos resultados se han observado
en otras especies de plantas, que tienen una estrecha base genética (Maughan et al.,
1999).

Deren (1995) y Jannoo et al. (1999) mencionan que los cruces de los cultivares
modernos utilizados como progenitores de las primeras cruzas fueron retrocruzados
varias veces con S. officinarum en un proceso conocido como “nobilizacién” dando

como resultado que los nuevos hibridos mostraran una reduccién en su base genética
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VI. CONCLUSIONES
Caracterizacion fenotipica
> La forma del entrenudo, forma de la yema y conformacion de la hoja
permitieron caracterizar y diferenciar las 12 variedades de cafia de azucar del estado

de Tabasco.

Amplificacion de cloroplasto y ribosomas
> La amplificacion y secuenciacion de la region trnL-F de cloroplasto y de la
region ITS del DNA ribosémico, permitio la identificacion que las 12 variedades de cafia

de azucar del estado de Tabasco quienes pertenecen a Saccharum officinarum.
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Caracterizacion molecular

> Los resultados obtenidos confirman la utilidad de los AFLP para obtener el
numero necesario de marcadores para el analisis del genoma, asi como la
caracterizacion y deteccidon de polimorfismos de 12 variedades de cafia de azucar del

estado de Tabasco.

> De las doce combinaciones realizadas, la combinacién E-ACC/M-CTA fue la

que produjo mayores fragmentos polimorficos.

> La variedad Mex 68-P-23 presentd una distancia genética lejana con respecto

al resto de las variedades analizadas.

VIl. RECOMENDACIONES
8 Caracterizar molecularmente todas las variedades de cafa de azlcar

comerciales del estado de Tabasco.

8 Extender la caracterizacién molecular de las variedades de cafa de azucar con
otros marcadores de alto volumen como los microsatélites (SSR).
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