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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar molecularmente la variabilidad genética en variedades de
cafa de azucar (Saccharum spp.) cultivadas en el estado de Tabasco, México, mediante AFLP. Se utilizaron
12 variedades de cafia de azucar de las cuales se tomaron hojas jovenes de plantas en campo. Después de
realizar 12 combinaciones de cebadores, los resultados indicaron que la combinaciéon E-ACC/M-CTA produjo
fragmentos polimorficos de 72 a 1353 pb. El dendrograma reveld dos grupos distintos de Saccharum spp. y
una variedad que se diferencio de ambos. El grupo | comprendio las variedades C 87-51, ATM 96-40, B 4362,
Mex 69-290, Mex 57-1285 y Mex 91-130, que formaron un conglomerado y presentaron una similitud del
0.77%. El grupo Il comprendié las variedades RD 75-11, Mex 79-431, SP 70-1284, Mex 59-32 y CP 72-2086
las cuales conformaron otro conglomerado con 0.70%. La variedad Mex 68-P-23 se diferencio de las otras 11
variedades.
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ABSTRACT

To characterize varieties in recent years have used different types of morphological, biochemical and molecular
methods. The aim of this study was to characterize molecular genetic variability in varieties of sugarcane
(Saccharum spp.) grown in the state of Tabasco, Mexico, by AFLP. It was used 12 varieties of sugarcane.
Young leaves of plants growing in the field were selected for experiment. After making 12 combinations of
primers, the results indicated that the combination E-ACC/M-CTA produced 72 to 1353 bp polymorphic fragments.
The dendrogram revealed two distinct groups of Saccharum spp. and a variety that differed from both. Group
| comprised the varieties C 87-51, 96-40 ATM, B 4362, 69-290 Mex, Mex Mex 91-130 and 57-1285, which
formed a cluster and showed a similarity of 0.77%. Group Il included the varieties RD 75-11, Mex 79-431, SP
70-1284, 72-2086 and CP Mex 59-32 which formed another cluster with 0.70%. The variety Mex 68-P-23

differed from the other 11 varieties.
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necesidad de crear germoplasma nuevo que
posea un mayor rendimiento de azulcar, alta

INTRODUCCION
El aumento en la producciéon mundial de

azucar se debe a la introduccion de cultivares
mejorados (Jackson, 2005). Los cultivares
modernos de cafia de azucar (Saccharum
spp.) plantados en el mundo resultaron del
intercruzamientos a partir de la primera
cruza interespecifica llevada a cabo al
principio del siglo pasado, entre S.
officinarum, S. spontaneum y S. barberi
(Grivet y Arruda, 2002). En las ultimas
décadas diferentes autores han senalado la

resistencia a los factores abidticos y bidticos
y que sea de facil manejo agronémico (Lu et
al., 1994, Baksha et al., 2002).

Saccharum officinarum es una especie
octoploide con un nimero cromosémico
2n=70 a 140 (Irvine, 1999). Por tal razon, se
piensa que los clones comerciales son el
producto de numerosas hibridaciones con
numeros cromosoémicos elevados 2n = 100
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a 130 debido a fendmenos de euploidia y
aneuploidia (Grivet y Arruda, 2001). Por
estas razones, la caracterizacion de las
variedades de cafa de azucar es un
aspecto importante en la generacion de
nuevas variedades.

Para la caracterizacion de variedades, en
los ultimos afos se ha utilizado diferentes
tipos de marcadores morfoldgicos,
bioquimicas y moleculares. Los
marcadores mas utilizados para la
caracterizacion de plantas son los
bioquimicos y los marcadores basados en
acido desoxirribonucleico (ADN), entre los
que se pueden citar: Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP, del inglés: restriction fragment
length polymorphism), Amplificacién
Aleatoria del ADN Polimérfico (RAPD, del
inglés: Random Amplification of
Polymorphic DNA), Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos Amplificados,
(AFLP, del inglés:Amplified Fragment
Length Polymorphic) y Microsatélites o
Secuencias Simples Repetidas (SSR, del
inglés:Short Sequence Repeat).

Mediante la amplificacion de ADN por la
técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR, del inglés Polimerase
Chain Reaction) estos marcadores
permiten la identificacion y el aislamiento
de genes de interés y se estan utilizando
en el trazado genético de la cafa de azucar
(Hoarau et al., 2001; Rossi et al., 2003),
asi como en la deduccion de inferencias
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acerca de la variabilidad genética y las
interrelaciones entre los genotipos a nivel
de ADN (Lima et al., 2002; Cordeiro et al.,
2003). Entre estos trabajos se destaca la
construccion de mapas genéticos en
variedades comerciales (Aitken et al.,
2005).

Los marcadores moleculares tipo AFLP
combinan las tecnologias de RFLP y de
PCR. Esta técnica consiste en la
amplificacién de multiples regiones
arbitrarias del genoma (Vos et al., 1995).
Ademas, se ha utilizado con éxito para la
obtencion de marcadores moleculares
distribuidos en genomas de eucariontes,
asi como en plantas cultivadas que
presentan una baja tasa de polimorfismo
de ADN, ya que tienen la capacidad de
amplificar un gran numero de loci a lo largo
del genoma. Ademas, se utilizan en la
deteccion y evaluacion de la variacion
genética en colecciones de germoplasma
y el estudio de la biodiversidad (Vuylsteke
et al., 2000). Por tal motivo esta técnica
fue elegida para caracterizar
molecularmente variedades de cafa de
azucar del estado de Tabasco, México.

MATERIALES Y METODOS

Variedades de cafia de azuUcar

Se utilizaron 12 variedades de cana de
azucar del banco de germoplasma ubicado

en el campo experimental del Colegio de
Postgraduados Campus Tabasco (Tabla 1).

Tabla 1. Variedades de cafia de aztcar (Saccharum spp.) cultivadas en el estado de Tabasco,, México,

utilizadas para determinar su variabilidad genética.

Variedad Progenitores Pais de origen
C 87-51 Co0281x POJ 2878 Cuba
Mex 57-1285 CP 5243 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 México
RD 75-11 CB 38-22 X CP 57-603 Republica Dominicana
Mex 79-431 Co 421 x Mex57-473 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
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Las muestras, para ser procesadas en el
laboratorio, se tomaron de hojas jévenes de
plantas en campo de acuerdo con la
metodologia recomendada por el protocolo
del laboratorio de genética molecular aplicada
del Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT) (2006).

Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se empled el
meétodo descrito por Baindrige et al. (1990).
Posteriormente, se determind la concentracion
de ADN mediante la lectura por espectrometria.
Se igualaron las concentraciones de todas las
muestras a 100 ng ulI" El procedimiento para
la realizaciéon de los AFLPs, siguié las
recomendaciones indicadas en el Kit
AFLP®Analysis System | y AFLP® Starter
Primer Kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA).

Digestion gendémica del ADN

El ADN gendmico fue digerido usando las
enzimas de restriccion EcoRl y Msel. Se hizo
una mezcla de 5X de reaccion Buffer (51 1),
ADN control de tomate (100 ngen5i1(2.511),
muestra de ADN (250 ngen 181 1), EcoRI/Msel
(211), agua destilada (15.51 I) para un volumen
final de 251 1. Se encubd a 37°C por 2 h.

Ligacién de adaptadores
Para la ligacién se hizo una dilucién 1:5, con

241 | de adaptadores solucion de la ligacion y 1
il de T4 ADN ligasa.
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Pre-amplificacion

La pre-amplificacién se realizé con una
dilucion 1:10 de la mezcla Primer Mix (401 1),
10 X PCR buffer plus Mg (5.0 i 1), Tag ADN
polimerasa (1 il). La solucion resultante
fue llevada a un termociclador ADN (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 amplificacién se
prepararon diluciones 1:10 con agua para
AFLP (Sigma).

Amplificacién selectiva

De acuerdo con las recomendaciones del
fabricante se buscaron posibles
combinaciones para encontrar las que
dieran mejor patréon de bandeo y asi poder
diferenciar las 12 variedades de cafa de
azucar (Tabla 2).

Analisis de datos

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 genotipos, utilizando solo las bandas
polimérficas, mediante el paquete
estadistico NTSys PC 2.0 (dendrograma y
matriz de distancias genéticas).

Tabla 2. Combinaciones de iniciadores utilizadas para le caracterizacion molecular de 12 variedades de cafia
de azucar (Saccharum spp.) cultivadas en el estado de Tabasco, México.

No. Combinacion de iniciadores

Combinaciones

EcoR I/Mse |

1

SO ONOUOAWN

11

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
E-ACT/M-CTC
E-AGC/M-CAT
E-AGG/M-CAT
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la evaluacién de las 12
combinaciones de iniciadores se encontré que
la combinacion E-ACC/M-CTA fue la que mostré
mayor polimorfismo entre variedades. El tamafio
de los fragmentos polimorficos detectados con
esta combinacion de cebadores oscild desde 72
hasta 1353 pb (Figura 1).

El escaso polimorfismo detectado indica la
estrecha base genética de las 12 variedades
evaluadas cultivadas en el estado de
Tabasco, México. Lo cual puede deberse a
que el género Saccharum se caracteriza por
una alta poliploidia y una aneuploidia frecuente
(Grivet y Arruda, 2001). Ademas, la cafia de
azucar tiene un genoma complejo que va de
2500 a 4000 millones de pares de bases (Mbp
1C) (Arumuganathan y Earle, 1991). Solo S.
offcinarum tiene un genoma de ADN
cloroplastico de 141182 pb (Asano et al.,
2004; Calsa et al., 2004).

Otra razén del poco polimorfismo observado
puede deberse a que los cruzamientos entre
genotipos se enfocan principalmente a la
generacion de variedades con resistencia a
plagas y enfermedades (Harvey el at., 1994).
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Estos han sido exitosos y han originado
variedades de cafa de azucar mas
productivas pero con una marcada
reduccion en su base genética (Jannoo et
al., 1999).

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

Por otra parte, en México, Rodriguez et al.
(2005) caracterizaron las 15 variedades
mas utilizadas en la produccién de cana
de azucar, mediante 12 combinaciones de
AFLP. Sus resultados generaron un total de
884 marcadores, de los cuales 55.3%
fueron polimoérficos. Las variedades Mex
73-523 y Mex 68-P-23 se ubicaron en las
ramas mas alejadas del dendrograma y
aparecen como no unidas a otras
variedades.

M 12345 67809 10111213 M

bp
1353
872
603

310
271

234
194

118

72

Figura 1. Combinacién E-ACC/M-CTA. 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; 13) control +; M) Marcador (6 X 174/Hae-lll). (Las flechas indican la dispersion de las

bandas polimdrficas).
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Igualmente, Raboin et al. (2008) hicieron un
estudio en 72 clones de Saccharum spp.
utilizando la técnica de AFLP. Estos autores
encontraron 1.537 marcadores polimoérficos
con 42 combinaciones. De estos
marcadores, solo 463 fueron localizados en
el mapa genético.

El dendrograma reveld dos grupos distintos
de Saccharum spp. y una variedad que se
diferencié6 de ambos grupos (Figura 2). El
grupo | comprendid 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. Esto representa
una mayor cercania genética, entre
variedades comparadas con las variedades
del grupo Il. El grupo Il comprendio las
variedades RD 75-11, Mex 79-431, SP 70-
1284, Mex 59-32 y CP 72-2086, las cuales
formaron un conglomerado con un 0.70% de
similitud genética.

La variedad Mex 68-P-23, fue la que presento
una menor similitud genética con un 0.22%
con el resto de las variedades analizadas.

Rodriguez et al. (2005), encontraron que
genotipos de cana de azucar constituyeron
una poblacién genéticamente estrecha y que
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la variedad Mex 68-P-23 fue una de las que
mostré una mayor distancia genética. Lo
anterior puede indicar un incremento en la
variabilidad genética, la cual es indispensable
para el mejoramiento genético. Estos
resultados coinciden con los numerosos
estudios de cafa de azucar que han
demostrado la estrecha base genética de los
cultivares modernos (Grivet el at., 1996;
Canales et al., 2003).

Estudios realizados en genotipos de cana de
azucar han demostrado que existe un
pequeno grado de diversidad a nivel del ADN
entre las variedades modernas (Arro, 2005).
En Cuba, también se encontré que las
variedades comerciales de cafia de azucar
actuales presentan baja variabilidad genética
entre ellas (Arencibia et al., 2006).

Lo anterior y los resultados de la presente
investigacion pueden explicarse también
porque 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
reduccioén en su base genética (Deren, 1995;
Jannoo et al., 1999).

87-51

T 36-40
B 4362

Wlex B9-250

—Mex 57-1285

—Mlex 91-130
4‘:§D 75-11
ex 79-431

———SP 701284

hlex 59-32

CP 72-2086

hex 68-F-23

Control +

.18 n3s

Y

Figura 2. Analisis de agrupamiento basado en la similitud genética AFLP de 12 variedades de cafia de
azucar cultivadas en el estado de Tabasco, México mediante el programa NTSYS PC.
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CONCLUSIONES

Los resultados confirman la utilidad de los AFLP
para obtener el numero necesario de
marcadores para el analisis del genoma, asi
como la caracterizacién y deteccion de
polimorfismos de 12 variedades de cafa de
azucar del estado de Tabasco, México.

La combinacién E-ACC/M-CTA fue la que
produjo mayores fragmentos polimérficos. Se
encontré6 que existe un pequefio grado de
diversidad a nivel del ADN entre las variedades
cultivadas en el estado de Tabasco, México. La
variedad 68-P-23 presentdé una distancia
genética lejana con respecto al resto de las
variedades analizadas.
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