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RESUMEN

Se realizd un estudio para determinar la variabilidad genética de 35 accesiones de yuca
colectadas en territorio nicaraglense, se incluyé como material de referencia 14 accesiones
introducidas del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Colombia y 3
introducidas de Brasil, con el objetivo de identificar duplicidad de accesiones y comparar la
estructura genética de las accesiones colectadas en Nicaragua. Los andlisis de diversidad se
obtuvieron de los datos de 9 marcadores microsatélites tipo SSR. Se detect6 un total de 47
alelos en los nueve microsatélites, el namero de alelos vari6 de 3 a 9, con un valor medio de
5. El indice de diversidad genética fue alto de 0.61. El valor promedio del PIC fue de 0.60,
demostrando que los marcadores mas informativos y polimorficos fueron el SSRY 100,
GA-131 y GA-12, con alto poder de discriminacion. El analisis molecular de varianza
mostré que la mayor diferencia existe dentro del grupo, no asi entre grupo. La mayor
distancia genética determinada entre los grupos fue entre el grupo de Matagalpa con las
Internacionales, presentando menor distancia las RAAS con las Rio San Juan, mientras que
el grupo de Rio San Juan y RAAS, presentaron la mayor identidad genética. El analisis de
conglomerado mostro un coeficiente de correlacion cofenética de 0.82 el cual agrupo seis
grupos genéticamente idénticos. La informacion genética obtenida permitird reducir las
accesiones idénticas y seleccionar las de interés genético, para garantizar un manejo
sostenible de los recursos que se dispone en el banco de germoplasma del Centro Nacional
de Investigacion Agropecuaria y Biotecnologia (CNIAB) del Instituto Nicaragliense de
Tecnologia Agropecuaria (INTA).

Palabras clave: Manihot escuelenta, diversidad genética, SSR
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ABSTRACT

A study was conducted to determine the genetic variability ot thirty five accessions of
cassava (Manihot esculenta Crantz), collected in Nicaragua, In the present was included as
reference material 14 accessions, obtained from International Center of Tropical
Agriculture (CIAT) Colombia, end three more accessions from Brazil, with the objective to
identify accessions duplicity and compare the genetic structure of accessions collected in
Nicaragua. The diversity analyses data were obtained from data of nine microsatellite
markers (SSR) type. Was detected a total of 47 alleles, in the nine microsatellites, the
number of alleles varied from three to nine with ranged of 3 to 9, with an average of 5.22.
The index of genetic diversity was low 0.2. The averaged value of the mean PIC was 0.61,
demonstrating that the most informative and polymorphic markers were the SSRY-100, GA
12 and GA 5, with high power discriminatory. Molecular analysis of variance showed that
the biggest difference exists within the group, not between group. The largest genetic
distance determined between populations, was among population of Matagalpa vers
Internationals, showing shortest distance the RAAS, with the added, while the population
of Rio San Juan end RAAS showed the highest genetic identify. Cluster analysis showed a
cophenetic correlation coefficient of 0.82 which grouped six genetically identical groups.
The genetic information obtained will allow to reduce accessions obtained, and select those
of genetic information collected will allow to reduce the accessions obtained, and select
those of genetic material interest to assure sustainable managements of the resources that
are available in the germplasm bank of the National Center Agricultural Research and
Biotechnology (CNIAB) Institute Nicaraguans of Agricultural Technology (INTA).

Key words: Manihot esculenta, genetic diversity, SSR
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I. INTRODUCCION

Manihot esculenta Crantz, cominmente conocida como yuca, mandioca 0 cassava, es
originaria de América Latina y el Noroeste de Brasil, se ha extendido a paises del tercer
mundo (Africa, Asia y América Latina). Es una planta diploide (2n= 36 cromosomas),
perenne, monoica de la familia Euphorbiaceae, alcanza alturas de 1-3 m, tallo lefioso
formado por la alteracion de nudo y entre nudos, de hojas simples y lobuladas, con
flores masculinas més abundantes que las femeninas con relacion 10:1 (Dominguez,
1982), las raices son tuberosas y fibrosas, con capacidad de almacenamiento de
almidones (Ceballos, 2003b). El principal valor econémico de la yuca esté representado
en sus raices por su alto contenido de almidén (25 a 30 %), aunque las hojas son mas
nutritivas ya que contienen proteinas (15 a 17 %), vitaminas y minerales. Las raices y las
hojas son consumidas por humanos y animales de manera muy variada, subproductos de
la yuca pueden ser utilizados por la industria, principalmente a partir de su almidon
(Ceballos y De la Cruz, 2003a).

El uso de yuca en muchos paises representaria nuevas oportunidades en la industria, ya
que puede ser utilizada como pegamento y alcohol (Henry et al., 1998). Por otro lado, el
mercado del almidon de yuca también tiene muchas posibilidades de crecimiento para
uso industrial y humano, por su viscosidad y resistencia al congelamiento, puede ser
utilizada en la elaboracion de alfombras, latex de caucho, fabricacion de salsas, talcos,
papel, carton, industria cosmética y farmacéuticos (Ceballos , 2000).

El mayor productor del mundo es Nigeria (Africa) con 32.6 millones de toneladas,
seguido de Brasil con 22.5. En el 2010 la produccion mundial de raices frescas fue de
248.7 millones de toneladas (FAO, 2010). La yuca ocupa el cuarto lugar en el mundo
como producto basico mas importante despues del arroz, el trigo y el maiz; siendo fuente
de calorias y componente basico en la dieta de mas de 1000 millones de personas de
escasos recursos econémicos (Morrillo, 2009Db).

En Nicaragua el cultivo de yuca es de suma importancia, ya que ademas de ser utilizada
para el consumo humano representado en diferentes platos gastrondmicos, se esta
utilizando en la alimentacion de animales como: aves, porcinos y bovino (MAGFOR,
2011). Es un cultivo tradicional manejado por pequefios productores de Nueva Guinea,
Masaya, Granada, Carazo, Chinandega y Ledn, en menores proporciones en el resto de
los departamentos, representando el 70% de la produccién en el Atlantico y el 30% en el
Pacifico (MAGFOR et al., 2011). Los rendimientos promedios oscilan en 13.676 t.ha™.
Se estima que se cultivan 16.700 hectareas que producen unas 228.4 mil toneladas, de
estas se destinan 4.2 miles de toneladas para la industria nacional (obtencién de almidon
y harina), y como materia prima para la elaboracion de concentrados para la
alimentacion de animales, 220 mil toneladas para consumo nacional (como verduras
fresca, platos tipicos, postres, otros), y 4.2 mil toneladas se exportan congelada y
parafinada a los Estados Unidos, El Salvador y Costa Rica (IICA et al., 2004).



Nicaragua tiene buen futuro para potencializar la produccion nacional de yuca y
aumentar niveles de exportacion, debido a las diversas caracteristicas que presenta el
cultivo, tales como: tolerancia a la sequia, capacidad para producir en suelos degradados,
tolerancia al estrés bidtico (plagas y enfermedades) y suelos acidos (INTA, 2010).

En los Gltimos diez afios investigadores se han interesado en estudiar las propiedades
nutricionales relacionadas a los contenidos de B-caroteno, iniciado estudios de mejora
genética en el cultivo, haciendo uso de la biologia molecular, mediante el desarrollo de
técnicas biotecnoldgicas, como herramienta que permite acelerar y analizar procesos de
investigacion de forma répida y precisa en el genoma, utilizando marcadores
moleculares basados en las caracteristicas de interés que se deseen estudiar (Morrillo,
2009a).

Una de las herramientas utilizadas en biotecnologia para la seleccién de materiales
representativos en mejoramiento genético es el uso de marcadores moleculares basados
en técnicas PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en ingles) (Wilches, 2004).

El INTA esta dedicando estudios de mejora genética en cultivos que garanticen calidad
nutricional, siendo la yuca uno en los componentes en los programas de mejora genética;
por tanto esta trabajando en la produccion de semillas de yuca en el Centro Nacional de
Investigacion Agropecuaria y Biotecnologia (CNIAB), asi como en la colecta y
caracterizacion de accesiones de yuca, con el objetivo de conocer la diversidad genética
existente en el pais y utilizarlos en programas de mejoramiento genético. Con la
caracterizacion de las accesiones estudiadas, se lograra identificar la diversidad existente
y si existe duplicidad en las accesiones establecidas en el banco de germoplasma del
CNIAB. De esta manera se contard con un banco que represente la riqueza genética
existente en el pais y sentara bases para futuras investigaciones genéticas en el cultivo de
la yuca.

Para conocer la diversidad genética existente en el pais se compararon las accesiones
colectadas en territorio nacional y las accesiones de yuca introducidas del CIAT,
Colombia y Brasil, de esta manera se lograron comparar todas las accesiones
establecidas en el banco de germoplasma del INTA e identificar duplicidad de
accesiones.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente treinta y cinco accesiones de yuca, colectadas en territorio nacional,
catorce accesiones introducidas del CIAT- Colombia y tres accesiones de Brasil, en el CNIAB-
INTA, Nicaragua.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estimar la diversidad genética de cincuenta y dos accesiones de yuca, a través de
marcadores moleculares tipo SSR (Secuencias Simples Repetidas).

2.2.2 ldentificar duplicidad de las accesiones establecidas en el banco de germoplasma
de yuca.

10



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del estudio

El material establecido en el banco de germoplasma fue caracterizado en el laboratorio
de Agrobiotecnologia y Semilla del Centro Nacional de Investigacién Agropecuaria y
Biotecnologia (CNIAB-INTA), ubicado en el kilometro 14.1 carretera Norte entrada a la
Zonas Francas Privadas (ZFP) 2 kilémetros y medios al sur, en Managua.

3.2 Sitios donde se realiz6 la colecta

Las accesiones de yuca usadas en el presente estudio fueron colectadas por el programa
de manejo integrado de cultivo del INTA, durante el periodo 2010- 2011. En territorio
nicaragliense se colectd un total de 35 varetas de 90 cm de longitud apropiadamente
codificadas y subdivididas en estacas de seis cm. Todo el material fue sembrado en una
parcela, para el establecimiento del banco de germoplasma en el INTA-CNIAB,
incluyendo 14 accesiones introducidas del CIAT y tres accesiones introducidas de Brasil,
para posterior caracterizacion. Las plantas seleccionadas en la colecta, fueron
consideradas por su alto rendimiento, tiempo de coccion, color de la pulpa y resistencia
a plaga, seleccionando una planta por parcela, donde se asumio que los productores

tenian un solo clon.
iR q'\,"‘—"/. \/}f [

\
S A \*v

)
\
Qs
/

§

Leyenda

mm Ubicacion del estudio y del
banco de germoplasma

Banco de
germoplasma

Figura 1. Ubicacion de los departamentos donde se colectaron las accesiones de yuca
para el presente estudio.
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3.3 Descripcion de las accesiones estudiadas

En el Cuadro 1 aparecen las 35 accesiones colectadas en territorio nacional y las 17
accesiones procedentes del banco de germoplasma del CIAT, Colombia y Brasil. Las 17
accesiones se usaron para realizar comparaciones entre las accesiones existentes en
territorio nacional. Para el estudio las accesiones se evaluaron segln el lugar de
procedencia; con el objetivo de obtener una muestra representativa se asociaron en cinco
grupos: Internacionales 17 accesiones, Le6n cuatro, Matagalpa tres, RAAS 19 y Rio
San Juan nueve.

Cuadro 1. Descripcion del material usado en el presente estudio

Entrada # Cadigo de la Nombre de Procedencia Departamento
accesion colecta

1 BGNYO001 Algodon Nueva Guinea RAAS

2 BGNY002 Arbolito Nueva Guinea RAAS

3 BGNYO003 Azucena 1 San Carlos Rio San Juan

4 BGNY004 Azucena 2 San Carlos Rio San Juan

5 BGNYO005 BL Tex 0010Y Big lagoon RAAS

6 BGNYO006 BLG-007Y Big lagoon RAAS

7 BGNY007 BLG-008Y Big lagoon RAAS

8 BGNYO008 BL-Tex 0011Y Big lagoon RAAS

9 BGNYO009 BL-Tex 009Y  Big lagoon RAAS

10 BGNYO010 Bluefields Bluefields RAAS

11 BGNYO011 Castillo San Carlos Rio San Juan

12 BGNYO012 Ceiba Cinco cruces Leodn

13 BGNYO013 Chacaraseca Chacaraseca Leodn

14 BGNY014 Chalmeca 1 San Carlos Rio San Juan

15 BGNYO015 Chalmeca 2 San Carlos Rio San Juan

16 BGNYO016 CM 2772 Colombia CIAT

17 BGNYO017 CM6119-7 Colombia CIAT

18 BGNY018 CM-523-7 Colombia CIAT

19 BGNYO019 CM-6740-7 Colombia CIAT

20 BGNY020 CM-6921-3 Colombia CIAT

21 BGNYO021 CM-773 Colombia CIAT

22 BGNY022 CM-7073-7A  Colombia CIAT

23 BGNY023 CR-31 Colombia CIAT

24 BGNY024 Cuapa Cuapa RAAS

25 BGNY025 Isabel Cinco Cruces  Ledn

26 BGNYO026 Jerusalén Rio San Juan Rio San Juan

27 BGNYO027 Melchorita San Carlos Rio San Juan

28 BGNYO028 Pata de paloma Nueva Guinea RAAS

12



Cuadro 1. Continuacion...

29
30
31

32
33

34

35
36

37

38

39

40

41

42
43

44
45
46
47
48
49

50

51

52

BGNY029
BGNY030
BGNYO031

BGNY032
BGNYO033

BGNY034

BGNY035
BGNY036

BGNY037

BGNYO038

BGNYO039

BGNY040

BGNY041

BGNY042
BGNY043

BGNYO044
BGNYO045
BGNYO046
BGNYO047
BGNY048
BGNY049

BGNYO050

BGNYO051

BGNY052

Per-183
Per-183b
Poco sol

Quelite
Quintalera

RPL-002Y

RPL-003Y
RPL-04Y

RPL-005Y
RPL-006Y
SM-805-15

Tulito

BL Tex-

0012Y
M-Col 219

Yema de

huevo
Dorada

MN-Gua 86

Jari
CM-6921
MCol 2694
Ceiba

Blanca

Morada

BL Tex

0012Y

Colombia
Colombia
San Carlos

El Rama
Nueva
Guinea
Laguna de
Perlas
Rock Point
Laguna de
Perlas
Laguna de
Perlas
Laguna de
Perlas
Cinco
cruces
San Carlos

Rock Point

Colombia
Brasil

Brasil
Colombia
Brasil
Colombia
Colombia
Rancho
Grande
Rancho
Grande
Rancho
Grande
Big Lagoon

CIAT
CIAT

Rio San

Juan

RAAS
RAAS
RAAS

RAAS
RAAS

RAAS

RAAS

Ledn

Rio San

Juan
RAAS

CIAT
Brasil

Brasil
CIAT
Brasil
CIAT
CIAT
Matagalpa

Matagalpa
Matagalpa

RAAS

13



3.4 Seleccion del material para la extraccion de ADN

Del banco de germoplasma se seleccionaron dos hojas jovenes de cada una de las
plantas segun el nombre de colecta de su lugar de procedencia, se desinfectaron con
alcohol y se secaron a temperatura ambiente durante tres dias, se trituraron usando
nitrogeno liquido. El material triturado se almaceno en tubos falcon debidamente
codificados a temperatura -20°C, hasta la extraccién de ADN.

3.5 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utiliz6 el método de bromuro de cetil-trimetil amonio
(CTAB), modificado por Siqueira et al., (2009). Este método consiste en extraer ADN
de tejido foliar joven, del material previamente triturado se pesé 50 mg de hoja en tubo
eppendorf, al que se le adicioné 800 pl (micro litros) de CTAB bufer (30 mM EDTA
pH8, 0.1 M de TRIS- HCI pHS8, 1.2 NaCl, 2% CTAB, 1% PVP, 0.2% p-
Mercaptoethanol) precalentado en bafio maria durante 15 minutos, se encubé las
muestras durante 45 minutos en bafio maria a temperatura de 65°C agitando la muestra
en un vortex cada 15 minutos, transcurrido el tiempo se adicion6 500 pl de Cloroformo
isopentyl alcohol al 24:1 y se centrifug6 a 8000 revoluciones por minuto (rpm) durante
10 minutos, se extrajo el sobrenadante a un nuevo tubo y se le adicion6 500 ul de
Cloroformo isopentyl alcohol y se centrifugdé a 8000 rpm durante 10 minutos,
posteriormente se extrajo 400 ul de la solucion sobrenadante y se le agrego 350 pl de
Isopropanol helado y se encubd 1 hora a -20 °C para precipitarlo, transcurrido este
tiempo se centrifugé a 8000 rpm, durante 10 minutos, posteriormente se descartd el
sobrenadante sin distorsionar el pellet y fue lavado con 200 ul de etanol al 70%,
volviendo centrifugar a 8000 rpm, durante 10 minutos, nuevamente se extrajo el
sobrenadante sin distorsionar el pellet dejandolo secar por 1 hora a temperatura ambiente
se re suspendio el pellet en 200 pl de bufer TE. (10 mM tris HCl pH8 y 0.1 mM EDTA)
y se almacend a una temperatura de -20°C hasta que las muestras fueron utilizadas para
la PCR.

Para observar y evaluar las bandas de ADN se preparé gel de agarosa simple al 1%
(Anexo 6.10), en la que se inyectd 1 ul de bufer de carga 6X combinado con 5 ul de
ADN gendmico, se dejé correr en la camara electroforesis plus a 110 voltios, 400
amperios durante 45 minutos, transcurrido el tiempo se utilizo el transilluminador (High
Performance UV) con la camara Canom para tomar las fotografias las cuales fueron
visualizadas con el programa lounch Doc-ITLS software de analisis de imagen, donde se
identificaron las bandas de ADN.
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3.6 Amplificacion de ADN

Los pares de iniciadores para Manihot esculenta utilizados en el presente estudio fueron

seleccionados por su alto nivel de polimorfismo, la mayoria contienen repeticiones G-A
variables en su tamafo, fueron desarrollados por Chavarriaga-Aguirre et al., (1998),
siendo utilizados en investigaciones realizadas en Brasil (Siqueira et al., 2009) y en
Nigeria (Dixon, 2002). La estandarizacion de las temperaturas 6ptimas de apareamiento
de cada uno de los marcadores se determind realizando gradiente de temperaturas
(Anexo 5).

Cuadro 2. Secuencias de los locus usados en el presente estudio

Locus Secuencia (5" a 3") Secuencia 3" a 5’ *Ta
0
C
GA-5 TAATGTCATCGTCGGCTTCG GCTGATAGCACAGAACACAG 50
GA-12 GATTCCTCTAGCAGTTAAGC CGATGATGCTCTTCGGAGGG 50
GA-21 GGCTTCATCATGGAAAAACC CAATGCTTTACGGAAGAGCC 48
GA-126  AGTGGAAATAAGCCATGTGA CCCATAATTGATGCCAGGTT 53
TG
GA-131  TTCCAGAAAGACTTCCGTTCA CTCAACTACTGCACTGCACT 53
C
GA-134  ACAATGTCCCAATTGGAGGA  ACCATGGATAGAGCTCACCG 50
GA-140 TTCAAGGAAGCCTTCAGCTC  GAGCCACATCTACTCGACAC 48
C
SSR-242 TGGGTTCGAAAACAGCAAAC TAATGCCTGGAGGGTAATGG 48
SSRY- ATCCTTGCCTGACATTTTGC TTCGCAGAGTCCAATTGTTG 48

100

Chavarriaga-Aguirre et al., 1998
*Ta. Temperatura de alineamiento

Para la amplificacion de ADN se utiliz6 una maquina PCR Eppendorf Mastercycler con
gradiente termociclador. La mezcla PCR estuvo compuesta por 12.5 ul de PCR Master
mix (Taq polimerasa 50 U/ ul, 400 pl de cada una de los siguientes compuestos: dATP,
dGTP, dCTP, dTTP y 3mM MgCl2), 2 ul de cada iniciador hacia delante y reverso, 2 ul
de ADN de cada muestra molde proveniente de la extraccion, 6 pl de Mq agua calidad
PCR.

Para la amplificacion de las muestras en la PCR se utiliz6 el siguiente programa: En la
primera desnaturalizacion 4 min a 95 °C, seguido por 29 ciclos de 1 min a 95 °C en la
segunda desnaturalizacion, 2 min a la temperatura de alineamiento definidos para cada
iniciador, 2 min a 72 °C en la extension, y una etapa de extension final de 1min a 72°C
(Siqueira et al., 2009). La reaccion de amplificacién se corrid en un volumen de total de
25 pl, por muestra.

15



3.7 Electroforesis

A las camaras se les adicion6 600 ml de TBE 1X mezclado con 25 pl de bromuro de etidio,
(cuya funcién es adherirse de manera irreversible entre los componentes del ADN),
posteriormente se prepara gel de agarosa metaphor se vertio en la carcasa, se le colocaron dos
peinetas de 20 cm cada diente y se dejé secar durante 20 minutos, se colocaron en las camaras
de electroforesis Plus y se retiraron las peinetas y en cada uno de los pozos se inyecto 1 ul de
6X loading y 5 pl de ADN producto PCR respectivo por marcador, excepto en cada uno de los
primeros extremos de la gel se cargd el primer pozo con 6 ul de regla de ADN con capacidad de
mas de 100 pares de bases (pb), se dejo correr a 110 voltios, 140 vatios por 60 minutos con
Amperaje de 400 (Figura 2). Todos los fragmentos de ADN productos PCR, se visualizaron y
cuantificaron, al obtener la fotografia de las geles de agarosa metaphor al 4% (Figura 3).

3.8 Tamafio de los fragmentos

Transcurrido el tiempo en la electroforesis se llevo la gel al transluminador con cAmara Canom
de 12.5 mega pixeles, para tomar fotografias las cuales fueron visualizadas con el programa
lounch Doc-ITLS software de analisis de imagen, donde se identificaron las bandas de ADN
(Figura 2)

El tamafio de los fragmentos se calculé mediante la aproximacion exponencial (EXCEL 2007) a
partir de los datos de marcadores microsatelitales (Anexo 3).
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a. Camara electroforesis

| - ' y . b. UPV transluminador Launch Doc-ITL

c. Visualizacion del desplazamiento de bandas de ADN

Figura 2. Uso de la cdmara electroforesis (a) y el UPV trasluminador Launch Doc-ITL
(b) para visualizar el desplazamiento de las bandas de ADN (c).
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Las distancias corridas por cada una de las bandas de alelo de las muestras por marcador se
calcularon de forma manual, utilizando la propiedad (Measurelenngth) del programa lounch
Doc-ITLS software de andlisis de imagen (Figura 3).

Migracion de Bandas

=
]
<
o
il
v
=
ax
=
T
o
=
=
=

Figura 3. Distancia recorrida por las bandas de los alelos en gel de agarosa metaphor al
4%.

La figura 3 muestra como se realizaron las medidas de migracion de las bandas de los alelos
producto PCR utilizando el programa Launch Doc-1TLS usando de la propiedad Measurelenght
(mascarilla o microelemento). En la parte izquierda se muestra la regla exACTGene 100 pb PCR
ADN con escala 100, cargando 25 bp-1,000 pb, utilizada para medir la distancia de migracion
(Anexo 4), la lectura se realiz6 utilizando de referencia la medida en cm de la migracion del
rango de pares de bases de la regla comparandolo con el rango migrado por la banda del alelo.
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3.9 Anadlisis de la informacion

3.9.1 Diversidad genética

Para evaluar la diversidad genética se estimaron los pardmetros siguientes: nimero de
alelos por locus (Na), heterocigosidad esperada (Hesp), heterocigosidad observada (Hops)
y la frecuencia alélica (Pi). Estos calculos fueron obtenidos haciendo uso del programa
GenAlex version 6.2. (Peakall y Smouse, 2006).

Numero de alelos por locus (Na)
Constituye todas las formas alternativas que puede presentar un gen en un locus. Se
determina por conteo directo de alelos diferentes para cada locus en cada grupo.
Este parametro se determing utilizando el software de GenAlex version 6.2 (Peakall y
Smouse, 2006).

Heterocigosidad observada (Hops)
Equivale a la proporcion de individuos que presenta un par de alelo diferente, es decir
que son heterocigotos, mediante conteo directo, para cada locus en un grupo (Casalla,
2003).

Heterocigosidad esperada (Hesp)

Es llamada también indice de diversidad de Weir y estima la proporcion de individuos
que se espera sean heterocigotos para cada locus en un grupo (Casalla, 2003).

indices de Shannon (1)

Para el analisis de diversidad se utilizo el meétodo indice de Shannon, el cual consiste en
determinar la diversidad de especies o individuos a través de comparaciones. El indice
de diversidad de Shannon es tipicamente usado para medir el niUmero de especies en una
comunidad (la riqueza) y la relativa frecuencia de estas especies. El indice contempla la
cantidad de especies presentes en el area de estudio, riqueza de especies, y la cantidad
relativa de individuos de cada una de esas especies abundantes (Di Betetti, M, 2000).

El indice de Shannon se calculé para cada locus y grupos usando version del software
GenAlex ver. 6.1. (Peakall y Smouse, 2006)

Frecuencia alélica

Es el nimero de veces que se observa un alelo, dentro del total de alelos para un locus.
Es usada para describir toda la informacion genética presente en un locus (Casalla,
2003).
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Contenido de informacién polimérfica (CIP)

Estimacion de la diversidad que permite clasificar los marcadores genéticos segln su
nivel de polimorfismo y mide la capacidad discriminatoria de los locis, en dependencia
del nimero de alelos y la frecuencia de cada alelo en el locus marcador (Murillo, 2010).
Para calcular el Contenido de informacion polimaérfica (CIP), se uso la siguiente formula
propuesta por (Anderson et al., 1993).

CIP= 1-Y(p*);

Donde P;: frecuencia alélica del i-ésimo alelo, j el locus.

3.9.2 Estructura genética
Analisis molecular de varianza

Para cuantificar la diversidad genética se utiliz6 el analisis molecular de varianza, es un
marco de referencia para la estimacion de estructura genética a partir de la informacion
contenida en la frecuencia alélica, y el estimador de F-estadistica (FST) y a partir de ella
se obtienen los componentes de covarianza asociados con posibles niveles de estructura
genética, segun lo descrito por (Weir Cockerham, 1984), utilizando el software GenAlex
ver. 6.1 (Peakall y Smouse, 2006).

Distancia genética e ldentidad genética

La distancia genética es la estimacion entre dos individuos que pueden ser descrita por la
variacion alélica (Nei, 1973). Determina la lejania entre un grupo y otro basada en la
frecuencia de alelos de ambos grupos.

La identidad genética (Di) y la distancia genética (D) se obtuvieron segun Nei, 1978,
mediante el software POPGENE version 3.2 (Yeh y Boyle, 1997).

Analisis de conglomerado

La representacion grafica de las accesiones al compararlas entre si fue obtenida, a través
del analisis de conglomerados (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
y el método UPGMA generado por Jaccard usando nueve pares de iniciadores
microsatelitales. Este andlisis permite representar graficamente las distancias geneticas
entre cada uno de los grupos, el cual genera graficos de agrupamiento, generando un
estimado de la aproximacion entre individuos, para el andlisis se utilizd el software
Infogen v.6.2.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Diversidad genética
4.1.1 Diversidad genética por locus
Numero de alelos

Se encontraron 47 alelos usando nueve cebadores, en 35 accesiones de yucas nacionales y 17
accesiones introducidas. Los cebadores revelaron ser discriminativos al identificar alto nivel de
polimorfismo para el material de yuca analizado, segin lo descrito por Casalla (2003), un
marcador es altamente polimérfico cuando identifica mas de dos alelos por locus; el nimero de
alelos amplificados por locus present6 valores comprendidos entre 3-9, con un promedio de 5
alelos por locus (Cuadro 3). EI GA-140 y el GA-134 identificaron el menor nimero de alelos,
seguido del iniciador GA-5, GA-21 y GA-126 identificando 4 alelos respectivamente. Los
iniciadores que identificaron mayor nimero de alelos fueron el GA-131 y el SSRY 100(Cuadro
3). El valor del rango de nimero de alelos observados identificados en el presente estudio se
encontrd dentro del rango 2-10 encontrado por Beovides et al., (2006), esto comprueba que los
cebadores usados en este estudio son polimdrficos segun Chavarriaga-Aguirre et al., (1998).

Los cebadores utilizados para la amplificacion produjeron fragmentos con rangos de pares de
bases entre 90 a 400, el iniciador GA-131 identifico los fragmentos con menores rangos
comprendido entre 90-162 y el GA-134 identifico el de mayor rango entre 308-400 (Cuadro 3).
Los rangos de pares de bases obtenidas en el presente estudio mostraron similitud a los rangos
encontrados en el estudio de Chavarriaga-Aguirre et al. (1998), cuyos valores fueron de 95 a
310 pb en sus respectivos microsatélites utilizados.

Heterocigosidad observada y esperada

La estimacion de heterocigosidad para las diferentes accesiones analizados por locus,
presentaron baja heterocigosidad observada (Hqs), con valor promedio de 0.15, variando entre
0.00 a 0.40, valores ya encontrados en otros estudios utilizando estos marcadores Chavarriaga-
Aguirre et al. (1998, 1999), citado por (Zaldivar, 2006). Esto confirma que la yuca por
naturaleza es heterocigota y que la forma de reproduccion influye en los niveles de
heterocigosidad, es decir que al reproducirse de manera asexual las caracteristicas genéticas son
heredadas de generacién en generacion, manteniendo heterocigosidad observada, aungue
algunas veces es probable que en la determinacién del genotipo, el ADN sea no codificante por
lo tanto no se encontrarian valores de heterocigosidad observada. La heterocigosidad esperada
fue alta con valor promedio de 0.61 (Hep) cuyo valor representa que los niveles de
heterocigosidad serian altos si se utilizara el medio de reproduccion sexual cruzada, lo que
generaria alta diversidad genética. Chavarriaga-Aguirre et al. (1998), en su analisis obtuvieron
rangos promedios de Hes, de 0.684 y Hqys de 0.265, estos resultados fueron muy semejantes a los
obtenidos en el presente estudio.
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El mayor nivel de heterocigosidad esperada fue expresado por el cebador GA-131 con valor de
0.82 y el menor valor lo expresé el marcador GA-134 con 0.31. Estas variaciones se deben a que
cada microsateélites codifica una region especifica del ADN de cada genotipo y a la variacion en
tamafio de cada microsatélites.

Contenido de informacion polimérfica

En el andlisis la estimacion del PIC, mostré comportamiento alto (PIC >0.5), esto indica que los

cebadores fueron muy discriminativos con la informacion generada en los locus estudiados. El
marcador GA- 134 present6 el valor mas bajo con 0.30, este fue el marcador que identifica tener
el nivel més bajo de polimorfismo. El resto de los marcadores presentaron valores entre el rango
0.46 a 0.81, destacandose con el mayor valor de efectividad de informacién el marcador GA-131,
los datos obtenidos muestran que los microsatélites utilizados en el estudio son altamente
polimorficos, esto comprueba lo descrito por (Siqueira et al., 2009), quienes seleccionaron 9
marcadores altamente polimorficos, de los cuales 7 fueron incluidos en el presente estudio.

indice de Shannon

El indice de diversidad de Shannon mostr6 media de 0.87, el menor valor fue expresado por el
marcador GA-134 con rango de 0.33 y el mayor valor lo presentd el marcador GA-131 con 1.41
(Cuadro 3), esto indic6 alta riqueza de individuos presentes en el estudio, segun los datos
obtenidos del analisis del indice de Shannon. Los marcadores GA-131 con 1.41 y SSRY-100
con 1.36 presentaron los valores més altos de efectividad y mayor diversidad de individuos en el
locus.

Cuadro 3. Parametros de diversidad genética para marcadores microsatelitales, usado en el
presente estudio

Locus Rango (pb) Na Hobs Hesp PIC I
GA-5 132-162 4 0.00 0.68 0.68 0.83
GA-12 152-224 7 0.34 0.75 0.75 1.21
GA-21 112-158 4 0.00 0.47 0.46 0.56
GA-126 148-270 4 0.30 0.66 0.65 1.01
GA-131 90-162 9 0.40 0.82 0.81 1.41
GA-134 308-400 3 0.00 0.31 0.30 0.33
GA-140 172-198 3 0.00 0.47 0.46 0.43
SSR-242 248-372 5 0.00 0.52 0.51 0.72
SSRY-100 178-290 8 0.30 0.80 0.79 1.36
Media 5 0.15 0.61 0.60 0.87
Desviacion 2 0.18 0.18 0.18 0.18
estandar

Rangos de pares de bases (pb) de microsatelites, nimero de alelos encontrados (Na),
heterocigosidad observada (Hops) heterocigosidad esperada (Hesp), contenido de informacion
polimérfica (PIC) e indices de shannon por locus (1).
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4.1.2 Diversidad genética por grupo

Ndmero de alelos

Los indices de diversidad genética para los cebadores estudiados en cada una de los cinco grupos,
presentaron nimeros de alelos comprendidos entre 1.78 y 4.56. El grupo de la RAAS alcanzo el
mayor numero de alelos con un valor de 4.56, seguido del grupo internacional con 4.44, estos
dos grupos al analizarse el nimero de individuos fue mayor al nimero analizado en el resto de
los grupos; el grupo de Matagalpa mostrd el nGmero mas bajo de alelos con valor de 1.78,
seguido del grupo de Leodn con valor de 2.22, siendo estos dos los grupos con menor nimero de
individuos. Es decir que el menor o mayor nimero de alelos encontrados puede estar
influenciado posiblemente a la cantidad de muestras analizadas en respectivos grupos, (Zaldivar,
2006).

Heterocigosidad esperada y observada

La heterocigosidad observada con valor medio de 0.15 mostro variacion de 0.13 a 0.19,
mientras que la heterocigosidad esperada vario de 0.23 a 0.63, con valor medio de 0.48,
es decir que heterocigosidad se mantiene debido a que la heterosis es un fenémeno
comun en este cultivo (Elias et al., 2001, Olsen & Schall 2001, Rocha et al., citado por
Zaldivar, 2006). La heterocigosidad esperada fue media, segin lo descrito por
(Holsinger, s. f), la heterocigosidad esperada es considerada alta cuando expresa valores
mayores a 0.5, es decir que aumenta cuando se acerca a 1, y disminuye cuando se acerca
a 0; por tanto cuando se encuentran valores mayores a 0.5 se dice que existe alta
diversidad genética. EI mayor indice de heterocigosidad observada lo expreso el grupo
de Matagalpa con 0.19 y la RAAS con 0.18, el grupo de Matagalpa tenia el menor
namero de individuos para el analisis, no asi el grupo de la RAAS que tenian el mayor
namero de individuos, por lo que consideramos que, aungque el nimero de individuos
analizados en estos dos grupos es muy diferente, se atribuye la posible existencia de
heterocigosidad existente tiene ciertas implicaciones de seleccion por los productores,
principalmente en este cultivo, donde el principal atractivo es la raiz, esto explica la
similitud entre el valor de heterocigosidad de la RAAS con el grupo de Matagalpa,
debido a que la finalidad de la produccion del cultivo de yuca en el departamento de la
RAAS es para el comercio, lo que indica que al momento de establecer las parcelas no
hay seleccion del material con ancestro altamente productivo, mientras que la
produccién de yuca en Matagalpa generalmente es utilizada para el autoconsumo, por lo
tanto atribuimos que el productor antes de establecer la parcela hace escogencia de un
limitado nimero de material procedente de plantas que presentaron mayor tamafio y
mejor calidad de la raiz por ende mayor resistencia a plagas, siendo este el material a
usar para la proxima generacion (Gazoli et al. 2000, Elias et al. 2001, citado por
Zaldivar, 2006).
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El indice de diversidad de Shannon evidencio que la riqueza de individuos analizados en
el grupo de Matagalpa fue de menor tamafio, en comparacion a la riqueza analizada en
los grupos de las accesiones de la RAAS e Internacionales, que fueron las de mayor

tamano.

Cuadro 4. Pardmetros de diversidad genética por grupos utilizando marcadores microsatelitales

Grupos n N Na | Hobs Hesp
Internacionales 17 14.67 4.44 1.19 0.13 0.63
Ledn 4 3.67 2.22 0.64 0.11 0.40
Matagalpa 3 2.44 1.78 0.38 0.19 0.23
RAAS 19 15.89 4.56 1.11 0.18 0.56
Rio San Juan 9 8.67 3.56 1.04 0.13 0.58
Media 0.15 0.48

NUmero de individuos analizados (n), individuos analizados (N), nimero de alelos encontrados
(Na), indices de Shannon (1), heterocigosidad observada (Hqs) Y heterocigosidad esperada
(Hesp) para los cinco grupos formados por las accesiones Internacionales, Ledn, Matagalpa,

RAAS, y Rio San Juan.

Frecuencia alélica de cada locus por grupo

El cebador GA-131 identifico nueve alelos, seguido del cebador SSRY-100 con frecuencia de 8
alelos y GA-12 con frecuencia de 7 alelos. En los grupos que se identificaron mayores
frecuencias alélicas fue el de la RAAS, seguido del grupo de las accesiones Internacionales, Rio
San Juan y Leon. El grupo de Matagalpa presento menor frecuencia alélica en todos los locus

analizados.
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Figura 4. Frecuencia alélica locus GA-5.

La Figura 4 identifica frecuencia de 4 alelos, el alelo 142 presenté mayor frecuencia en los cinco
grupos estudiados, no asi el alelo 132 que Unicamente estuvo presente en los grupos de
accesiones Internacionales y RAAS. Los alelos 142 y 162 son dominantes para un caracter

comun en determinados grupos.
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Figura 5. Frecuencia alélica locus GA-12.

La Figura 5 muestra frecuencia de 7 alelos, el alelo 162 mantuvo frecuente en los cinco
grupos analizados, mostrando mayor frecuencia en el grupo de las accesiones de Leén y
Matagalpa, indicando que tiene mayor dominancia para el caracter de este alelo. Los 7
alelos frecuentes identificados por el cebador GA-12 son comunes entre los grupos de
las accesiones Internacionales y las accesiones de la RAAS. El caracter de los alelos 152
y 224 presentd menor frecuencia por tanto menor dominancia.
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Figura 6. Frecuencia alélica locus GA-134.

La Figura 6 muestra que el cebador GA-134 presentd tres alelos frecuentes en el grupo
de la RAAS, mientras que el alelo 360 mostré alta frecuencia en los cinco grupos
estudiados es decir que este alelo es dominante en los cinco grupos, para el grupo de la
RAAS el alelo 400 presento baja frecuencia al igual que el alelo 308.
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Figura 7. Frecuencia alélica locus SSRY-242.

La Figura 7 muestra que el cebador SSRY-242 identifico 5 alelos frecuentes, de los
cuales el alelo 280 estuvo en los cinco grupos, los alelos 372 y 298 mostraron baja
frecuencia en el grupo de las accesiones internacionales y Rio San Juan. El alelo 336
mantuvo frecuencia en cuatro de los grupos no mostrandose en el grupo de Matagalpa.
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Figura 8. Frecuencia alélica locus GA-126.

La Figura 8 muestra que el locus GA-126 encontro frecuencia de cuatro alelos, donde el
alelo 204 y el 270 estuvieron frecuentes en las cinco poblaciones, para el alelo 204 la
frecuencia fue mayor en comparacién a la frecuencia identificada para el alelo 270, es
decir que el caracter que determina el alelo 204 es mas dominante al caracter del alelo
270, ya que ambos alelos se mostraron en las cinco poblaciones, mientras que el alelo
226 estuvo frecuente en cuatro de los grupos, identificando mayor frecuencia para los
grupos de las accesiones de RAAS y Leodn y la menor frecuencia para las accesiones
Internacionales y Rio San Juan.
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Figura 9. Frecuencia alélica locus GA-140.

La Figura 9 muestra que el locus GA-140 encontro frecuencia de tres alelos, de ellos el
alelo 186 estuvo frecuente en los cinco grupos, el caracter del alelo 186 mostré mayor
frecuencia para los grupos de Ledn y Matagalpa y frecuencia mas baja para el resto de
los grupos, el alelo 172 presentd minima frecuencia en la poblacion de las accesiones
Internacionales, mientras que el alelo 198 mostro frecuencia en los grupos de las
accesiones Internacionales, RAAS y Rio San Juan. Los tres alelos mostraron frecuencia
en las accesiones Internacionales.
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0.1 7 ERAAS
00 mRio San J

178 | 190 | 200 | 218 | 236 | 254 | 272 | 290 0 san Juai
Alelo

Figura 10. Frecuencia alélica locus SSRY-100.

La Figura 10 muestra que el locus SSRY-100 encontrd frecuencia de ocho alelos,
encontrando que el alelo 236 estuvo frecuente en los cinco grupos estudiados,
presentando alta frecuencia para los grupos Ledn y Matagalpa, siendo menos frecuente
para el grupo de Rio San Juan; mientras que los alelos 218, 254 y 272 se encontraron
frecuentes en cuatro de los grupos, los grupos de Matagalpa y Ledn presentaron el
menor numero de alelos frecuentes, mientras que los grupos de las accesiones
Internacionales, RAAS y Rio San Juan mostraron mayor nimero de alelos frecuentes.
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Figura 11. Frecuencia alélica locus GA-131.

La Figura 11 muestra que el locus GA-131 encontré nueve alelos frecuentes, siendo este
el locus que identifico mayor numero de alelos frecuentes, los alelos 130 y 140
estuvieron frecuentes en los cinco grupos, mostrando mayor frecuencia el alelo 130 en
el grupo de Matagalpa, mientras que el alelo 140 mostré mayor frecuencia en el grupo
de Rio San Juan. De los nueve alelos siete manifestaron frecuencia en el grupo de la
RAAS, no asi en el grupo de Matagalpa que solo presento tres alelos frecuentes,
mostrandose el alelo 90 solo para este grupo.
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Figura 12. Frecuencia alélica locus GA-21.

La Figura 12 muestra que el locus GA-21 encontr6 frecuencia alélica de cuatro alelos,
donde el alelo 146 estuvo frecuente en los cinco grupos, los alelos 112 y 146 estuvieron
frecuentes en las accesiones de Ledn, los grupos con mayores alelos frecuentes fueron
Los alelos 112 y 158 mostraron

los de las accesiones de la RAAS e Internacionales.

baja frecuencia para el grupo de la RAAS.
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4.2 Estructura genética

Anélisis molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA se ha utilizado para hallar las diferencias de varianzas entre y dentro del grupo
(Tabla 5). Considerando los datos generados por los 9 SSR analizados, se han detectado dentro
de los grupos una total variacion (100%). Los datos obtenidos en este estudio, muestran que las
diferencias existen dentro de los grupos no mostrando diferencias entre los diferentes grupos que
representan distintos sitios de colecta, estos datos resultaron no similares a los encontrados por
Alzate 2009, encontrando baja variabilidad entre grupos, y una alta variabilidad dentro de los
grupos.

Cuadro 5. Anéalisis molecular de varianza

Fuentes GL SC CM Var. Est. % de
Variacion

Entre Grupos 4 41.029 10.257 0.966 0.0

Dentro de grupos 47 522.029 11.107 11.107 100

Total 51 563.058 11.107 100

Grados de libertad (GL), suma de cuadrados (SC), cuadrado medio (CM), Variacion Estandar
(Var. Est.), porcentaje de variacion (% de Variacion).

Distancia e identidad genética

La mayor distancia genética existe entre el grupo de las accesiones de Matagalpa versus el grupo
de las accesiones Internacionales con 0.2165 (Tabla 6), esto probablemente se deba a que las
accesiones Internacionales no estan relacionados con las accesiones existentes en Matagalpa,
debido principalmente a que este departamento esta ubicado en el centro del pais, por tanto las
probabilidades de que se hayan difundido accesiones a esta region son minimas, mientras que la
difusion de materiales en el resto de los departamento es mayormente posible debido la
existencia de programas de innovacién, transferencias, mejoramiento genético de la yuca y otros
cultivos destinados para el consumo y para la exportacion, implementados por organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales. La menor distancia genética existe entre el grupo de
Rio San Juan versus el grupo de la RAAS con valor de 0.0859, esto demuestra que las
accesiones de estos dos departamentos estan muy relacionados entre si, probablemente debido a
gue son vecinos, lo que facilita el intercambio de materiales vegetativos entre pequefios
agricultores de la zona. La menor identidad genética se expresd en el grupo de las accesiones
Internacionales versus el grupo de Matagalpa con valor de 0.8054, comprobando que a menor
identidad existe mayor distancia genética entre el grupo comparado. El grupo con mayor
identidad genética fue el de Rio San Juan versus el grupo de la RAA con valor de 0.9177 (Tabla
6), igual podemos asegurar que a mayor identidad genética menor distancia genética.
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Cuadro 6. Distancia e identidad genética de Neis (1973) en cinco grupos de yuca

ID Internacionales  Led6n Matagalpa RAAS Rio San Juan
Internacionales ~ **** 0.8114 0.8054 0.8999 0.9161

Leon 0.2089 ikl 0.8202 0.8148 0.8081
Matagalpa 0.2165 0.1983  **** 0.8818 0.8510

RAAS 0.1054 0.2048 0.1258 faliakel 0.9177

Rio San Juan 0.0876 0.2131 0.1613 0.0859  ****

*datos encima de la diagonal corresponden a identidad genética y por debajo de la diagonal a la
distancia genética.

Analisis de conglomerado

La Figura 5 representa las relaciones y distancias genéticas existentes entre las 52
accesiones analizadas. Este analisis identifico dos grupos principales con grados de
similitud en rangos comprendidos entre 0.24 a 0.72, evidenciando alta diversidad
genética, el coeficiente de correlacion cofenética fue de 0.82 %, encontrandose dentro de
los rangos citados por (Zambrano, 2002), en su estudio de diversidad genética de una
coleccion de yuca a traves de marcadores moleculares, quien considera que un buen
coeficiente de correlacion cofenética tiene valores comprendidos entre 0.8 y 0.9 %.

En el primer grupo se identificaron seis subgrupos, donde la accesion Internacional
BGNY023 (CR-31 de Colombia), mostré ser diferente al resto de las accesiones del
primer grupo, estando correlacionada a una distancia menor a 0.72.

Las accesiones nacionales BGNY037 (RPL-006Y de Laguna de Perlas) y BGN024
(Cuapa de RAAS) mostraron ser similares, pero no idénticas entre si y correlacionadas a
la accesion BGNY023.

Las accesiones Internacionales BGNYO046 (Jari de Brasil) y BGNY021 (CM-773 de
Colombia) resultaron ser genéticamente idénticas a la accesion nacional BGNY012
(Ceiba de Ledn), estas tres accesiones correlacionadas a una distancia mayor a 0.48.

Las accesiones nacionales BGNY036 (RPL-04Y de la RAAS), BGNY014 (Chalmeca 1 de Rio
San Juan) y BGNYO013 (Chacaraseca de Ledn), resultaron ser idénticas entre ellas y similares a
la accesién nacional BGNYO015 con distancia genética mayor a 0.24; a la vez esas accesiones
presentaron similitud a las accesiones internacionales BGNY017 (CM 2772), BGNYO016
(CM6119-7) ambas de Colombia y a la accesion nacional BGNY 011 (Castillo de Rio San Juan)
estas tres idénticas entre si.

En el segundo grupo se identificé que las accesiones nacionales BGNY026 (Jerusalen de Rio

San Juan), BGNYO025 (Isabel de Le6n) son idénticas entre si y similares a la accesion nacional
BGNY033 (Quintalera de RAA) y a la accesion Internacional BGNY044 (Dorada de Brasil).
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La accesion nacional BGNY032 (Quelite de RAAS) resulté ser idéntica a las accesiones
internacionales BGNY019 (CM-6740-7) y BGNY018 (CM-523-7) ambas de Colombia. Las
accesiones nacionales BGNY035 (RPL-003Y de la RAAS) y BGNY002 (Arbolito de la RAAS)
resultaron ser idénticas a la accesion internacional BGNY030, ambas similares a la accesion
nacional BGNY052 (BL Tex-0012Y de la RAAS) con distancia genética mayor a 0.24.

El resto de las accesiones mostraron ser similares pero no idénticas con distancia genéticas
comprendidas entre 0.24 y 0.72 de similitud.

Los resultados de este estudio mostraron variable de similitud de Jaccard desde 0.24 a 0.72 el
cual estd en rangos encontrados en el estudio realizado por Siqueira et al., 2009. Quienes
evaluaron 49 variedades locales de yuca en el Brasil, el cual se llevé a cabo con el método
UPAGMAy el coeficiente de Jaccard, mostrando una alta variabilidad genética para las especies
autoctonas con un rango de similitud entre 0.19 a 0.83.
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Figura 13. Dendograma obtenido con el coeficiente de similitud de Jaccard.

32



V. CONCLUSIONES

Existe diversidad genética en las accesiones de yuca cultivados en el banco de germoplasma
del CNIAB-INTA, debido a la naturaleza heterocigota del cultivo.

El grupo de las accesiones de Matagalpa presentd mayor distancia genética con el grupo de las
accesiones Internacionales, debido a que la zona de Matagalpa estd menos propensa a la
introduccion de materiales por falta de programas de mejora en el cultivo de Matagalpa,
mientras que las accesiones de los grupos de la RAAS y Rio San Juan son en primer lugar las
de mayor produccion a nivel nacional; por tanto demandan material altamente productivo, al
igual son zonas fronterizas con Costa Rica lo que facilita la introduccion de material.

Existe duplicidad en el banco de germoplasma del CNIAB- INTA. Se detectaron seis grupos
molecularmente iguales, formados por las accesiones Internacionales BGNY046, BGNY021 y
la accesion nacional BGNYO012. Las accesiones nacionales BGNYO014, BGNYO013 y
BGNYO036. Las accesiones internacionales BGNY017 y BGN 016 y la accesion nacional
BGNYO011. Las accesiones nacionales BGNY026 y BGNY025. Las accesiones internacionales
BGNY019 y BGNYO018 con la accesion nacional BGNY032, y las accesiones nacionales
BGNY035 y BGNY002 con la accesion internacional BGNY 030.
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VI. RECOMENDACIONES

En el banco de germoplasma del CNIAB-INTA es necesario seleccionar una de las
accesiones que resultaron ser idénticas en el presente estudio, ya que mantener y
manejar bancos de germoplasma con accesiones repetidas en nuestras condiciones
econdmicas resulta muy costoso.

Los marcadores GA-12, GA-131 y el SSRY-100 pueden ser recomendados para
futuras investigaciones de diversidad genética, ya que mostraron mejores resultados
en cuanto a los datos de identificacion de alelos y las frecuencias alélicas.

Estandarizar el nimero de muestras por grupo, para obtener uniformidad en el
analisis de los datos.

En futuras investigaciones en vez de usar 9 microsatelites, utilizar 18, por que la
yuca posee 18 pares de cromosomas y segun (Ceballos 2003), es recomendable
utilizar un microsatelite por cromosoma, logrando mayor la informacion.

Priorizar para futuras investigaciones de mejora genética los materiales que
revelaron ser diferentes al resto del material evaluado, usando marcadores
especificos ya que estas accesiones podrian estar relacionadas a altos contenidos de
[-caroteno, resistentes a plagas y enfermedades.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas

Siglas Significado
ADN Acido desoxirribonucleico
AMOVA Andlisis Molecular de Varianza
CIAT Centro Internacional de Agricultura Tropical
CNIAB Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria y Biotecnologia
CTAB Hexadecyltrimethylammoniumbromide
CIA Cloroformo Isomylalcohol
dATP DesoxiAdenosinTrifosfato
dGTP DesoxiGuanosinTrifosfato
dCTP DesoxiCitodineTrifosfato
dTTP DesoxiTriamidinTrifosfato
EDTA Ethylenediaminetetracetic Acido de Sodium Salt
g Gramo (S)
ISSR Repeticion de Secuencia Intergéenicas simple
M Mol (ar)
mM Micro mol
mi Mililitro
Mq Water Agua Calidad PCR
PCA Anaélisis de Componentes Principales
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PIC Contenido de Informacion Polimorfica
PVP Poli vinyl Pirrolidone
RFLP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
RAPD DNA polimérfico amplificado al azar
Rpm Revoluciones por minuto
SSR Secuencia Simple de Repeticiones
TRIS HydraxymethylAmimomethenlHydrocloride
TBE Tris Acido Borico EDTA
pl Microlitro
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Anexo 2. GLOSARIO

ADN (Acido desoxirribonucleico): Base molecular de la herencia. Una molécula de
ADN es un polimero de desoxinucleotidos ordenados en una doble hélice (dos hebras)
de azucares fosfatados con bases purinas y pirimidinas proyectados al centro. Cada
hebra se mantiene unida por enlaces fosfodiéster entre los carbonos 3’ y 5° de
nucledtidos adyacentes.

ADN Genomico: ADN que incluye todas las secuencias de nucleétidos contenida en el
genoma de un individuo. Término utilizado para referirse al ADN extraido mediante el
uso de solventes (fenol) y detergentes (CTAB).

Agarosa: Polisacarido formado por galactosa alfa y beta que se extraen de las algas de
los géneros Gellidium y Gracillaria. La agarosa es un producto natural que forma una
matriz inerte y no toxica que supone una herramienta indispensable en gran cantidad de
técnicas de biologia molecular, bioquimica y biologia celular. Su uso mas extendido es
para construir geles que permitan separar moléculas de ADN mediante electroforesis.

Alelo: Cada una de las formas posibles de un gen.
Alelos efectivos: Numero de alelos igualmente frecuentes en un grupo.

Alineamiento de iniciadores: Etapa de la PCR inmediatamente después de la
desnaturalizacion, en la cual se baja la temperatura para permitir que los dos iniciadores
se unan a las frecuencias flaqueantes del ADN por amplificar en cada una de las hebras.

Amplificacion: Creacidn de numerosas copias de un segmento de ADN mediante PCR.
Multiplicacion repetida de una secuencia concreta de ADN.

Bromuro de etidio: Analogo de bases que se intercala en forma irreversible entre las
bases de las moléculas de ADN. Cuando se le exita con la luz ultravioleta emite
fluorescencia de color naranja. Para tefiir ADN en las geles es fluorescente cuando se le
expone a la luz ultravioleta.

Cebador: Fragmentos cortos de ADN, monohebra de 10-20 bases, de secuencia
aleatoria o arbitraria. Los cebadores se hibridan en aquellos sitios donde encuentran
secuencias complementarias en el ADN usado como molde.

Centrifugar: separacion de las moléculas por tamafio o densidad mediante fuerzas
centrifugas por el giro de un rotor.

Clon: Grupo de células o de organismos genéticamente idénticos a partir de una misma

célula u organismo por reproduccion asexual. Grupo de plantas genéticamente idénticas
obtenidas todas ellas por propagacién vegetativa de un individuo seleccionado.
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Cromosoma: En las células eucariotas son los cuerpos nucleares que contienen la
mayoria de los genes responsables en gran parte de la diferenciacién y actividad celular.

Desnaturalizacion del ADN: Separacion de las dos hebras que constituyen al ADN por
rompimiento de los enlaces de hidrogeno entre bases complementarias. EI ADN se
desnaturaliza a temperaturas superiores a 90 °C. Primera etapa de la PCR.

dNTPs (desoxinucleotidos): Nucle6tidos cuya pentosa es una desoxirribosa y por ende
son los monémeros del acido desoxirribonucleico.

Extension del ADN: Tercera etapa en la PCR. La temperatura es elevada a 72 °C para
permitir que una ADN polimerasa inicie la sintesis a partir del iniciador agregando
dNTPs libres sobre la hebra que sirve de templado.

Frecuencia alélica: Proporcién que se observa de un alelo especifico respecto al
conjunto de los que pueden ocupar un locus determinado en la poblacién.

Gen: Unidad hereditaria que contiene informacion genética (ADN) que es transcrita a
ARNy traducida a una cadena polipectidica (proteina). En el genoma de un organismo,
una secuencia de nucledtidos a la que se le puede asignar una funcion especifica.

Genoma: Termino utilizado para referirse a todos los genes (informacion genética)
contenida en un solo gameto, es decir un representativo de cada cromosoma.

Genotipo: Constitucion genética de un organismo, que estara dada por la informacion
heredada por ambos padres. Especificamente para un solo locus, el genotipo estara dado
por los alelos heredados por ambos padres.

Poblacién: Individuos de la misma especie que habitan una determinada area geogréafica
y que por ende se entrecruzan y comparten un acervo comdn de genes.

Heterocigoto: Individuos con alelos no idénticos para un determinado gen o genes. La
condicién se denomina heterocigosis.

Heterocigosidad: Frecuencia media de individuos heterocigdticos para un locus o en
promedio para varios locis. Es un estimador de la variabilidad genética en poblaciones
naturales o domesticadas.

Iniciador (del inglés primer): Oligonucleotido (Alrededor de 20pb) de una sola hebra
que se alinea (homologa) para iniciar la replicacion del ADN mediante una polimerasa.
Se requieren dos iniciadores (uno para cada hebra de ADN), los cuales flanquearan la
region por amplificar.

Monomdrfismo: En un grupo ausencia de variacién en un marcador, gen, cromosoma o
caracter determinado genéticamente.
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Microsatélite: Pequefia secuencia entre dos y ocho nucleétidos que se repiten en tandes
al azar a lo largo del genoma, en donde el nimero de repeticiones revela diferencias
genéticas entre los individuos. Estos pueden ser dinucleotidos, trinucleotidos y
tetranucleotidos.

Marcador Molecular: Genes, proteinas o fragmentos de ADN polimorficos que
permiten distinguir entre individuos, familias, grupos o especies.

Mondmero: Molécula pequefia (aminoacidos, nucleoétidos) que pueden combinarse con
otras idénticas o similares para formar un molécula mas grande y compleja llamada
polimerasa.

Nucle6tido: Nucleosido (Base (purina o pirimidina) unida de forma covalente a un
azucar pentosa con uno o mas grupos fosfatos unidos al hidroxilo 3o 5 de una pentosa).

Numero de alelos: Estimador de la variabilidad genética en grupos, se determina para
cada muestra poblacional.

Polimorfismo: Variacion alélica en un locus.

Polimerasa: Enzima que cataliza la formacion de polimeros a partir de un monémero.
Un ADN polimerasa sintetiza ADN a partir de desoxinucleotidos trisfosfato utilizando
una hebra complementaria de ADN y cebador.

Polimerasa Taqg: ADN polimerasa termo estable aislada de la bacteria termofilica
Thermus aquaticus, muy utilizada en PCR.

PCR (del inglés polymerase Chain Reaction) Reaccion en la cadena de la
polimerasa: Técnica con la que se copian las hebras complementarias de una molécula
de ADN blanco simultaneamente a través de una serie de ciclos, que incluyen una
desnaturalizacion del ADN, alineamiento de iniciadores y extension (Sintesis) mediante
una polimerasa (cominmente Taq polimerasa).

Secuenciacion: Establecimiento del orden de las bases nucleotidicas (Secuencia) de 5'a
3" en un fragmento de ADN de interés.
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Anexo 3. Gréfica logaritmica para obtener el tamafio de las bandas
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Anexo 4. Regla de ADN de 25 a 1000 pb

exACTGene 100bp PCR DNA Ladder

100 loadings, 25bp — 1,000bp

Standard densitometric bp ng/1 OPL

methods were used to

quantify the approximate 1,000 90

DNA masses ing/10pL) JoRA

of well-separated bands 900 66

on ethidium bromide

(0.5 p/mi for 40 minutes) 800 58

stained agarose gels i ;

{13cm x 13cm). 700 48
600 41
500 69
400 28
300 21
200 28

100 20

10pL on 2.5% agarose

@ ﬂ:’.'"*":;-'ﬂ;'. Product of Canada  Part Number: BP257 1 10

Revision Number: (301
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Anexo 5. Gradiente de temperatura para el anillamiento

Para la seleccidn de temperaturas dptimas durante el anillamiento se procedié a realizar
la siguiente gradiente de temperatura, de la cual se selecciond la temperatura que
identificara la mejor intensidad de banda.

Temperaturas Marcador

45°C

45.3°C

46.4°C

48.2°C GA-21,GA-140, SSRY 100, SSRY 242
50.4 °C GA-5,GA-12, GA-134
53°C GA-126, GA-131

55.8 °C

58.5 °C

9. 61°C

10.63.1°C

11. 64.7°C

12. 65°C

NGk wWNE

=msm Temperaturas seleccionadas para correr PCR
Anexo 6. Preparacion de soluciones que se usaron en la extraccion de ADN

6.1 Buffer CTAB

Reactivos Cantidad
CTAB 29

ddH,0 90ml

1M, Tris 5mi

5M, NaCL 1ml
0.5M, EDTA 4ml
Polivinyl Pirrolidone (PVP) 19

El volumen que se prepard fue de 100 ml. Todos los reactivos se disuelven y se rellenan
de agua destilada hasta alcanzar un volumen de 100 ml. Llevar a autoclave.

6.2 Cloroformo Isopentyl alcohol CIA 24:1
Reactivos Cantidad
Cloroformo 48ml
Isomylalcohol 2ml

Esta concentracion es para preparar 50ml.
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6.3 Tris 1 Molar

Reactivos Cantidad
Hidroxymethyl Aminomethenl Hydrocloride 78.89
H,O destilada 300ml

Agregar HCL para fijar el pH a 8, la aplicacion es variable, el volumen hay que
completarlo hasta llegar a los 500mL.

6.4 BUFFER EDTA (Ethylenediamineltetracetic Acido Dissodium Saltdiol) 0.5 Mol.

Reactivos Cantidad
Ethylenediamineltetracetic Acido Dissodium 186.12g
Saltdiol

H,O destilada 750ml

La solucién se debe rellenar con agua destilada hasta alcanzar el volumen de 1 litro.
Llevar a autoclave.

6.5 Cloruro de Sodio 5 Mol

Reactivos Cantidad
NaCL 146.1g
H,0 destilada 350ml

La solucién se debe rellenar con agua destilada hasta alcanzar el volumen de 500ml.
Llevar a autoclave.

6.6 Acetato de Sodio 3 Mol

Reactivos Cantidad
Acetato de Sodio 204.12¢g
H,0O destilada 350ml

La solucidn se rellen6 con agua destilada hasta alcanzar el volumen de 500ml. Llevar a
autoclave. Agregar de forma variable HCL hasta llegar al pH deseado de 5.2.

6.7 Solucién madre TBE 10X

Reactivos Cantidad
EDTA 9.3g
Acido Bérico 559

Tris Base 108g

Diluir en 1000ml de agua esterilizada. Para llevar la solucién al 1X, del Stock original
mezclar 100ml con 900ml de agua esterilizada.
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6.8 BUFFER TE

Reactivos Cantidad
Tris HCL 10mM
EDTA 0.1mM
RNAsc 4p.|

6.9 Gel de agarosa metaphor

Para la preparacion de 200ml al 4% se utilizaron los siguientes reactivos.

Reactivos Cantidad
Agarosa Metaphor 89

TBE 1X 200ml
Bromuro de Etidio 8.33 ul

Preparacion: En un beker dejar calentar durante seis minutos el TBE 1X y agregar el
agarosa Metaphor, dejandola un tiempo de ebullicion de 28min, luego depositar la
mezcla en carcasas con capacidad de 200 ml, introducir 2 peinetas de 20 espaciadores
de 1mm, dejar solidificar la mezcla durante 30 min. Esta gel fue usada para correr ADN
producto PCR.

6.10 Gel de agarosa simple

Para la preparacion de 180ml al 1% se utilizaron los siguientes reactivos.

Reactivos Cantidad
Agarosa 7.29

TBE 1X 180ml
Bromuro de Etidio 7.5 ul

Para la preparacion de la gel, en un beker de 500 ml se vertié el TBE 1X y se dejo
calentar durante seis minutos, luego se le agrego el agarosa y se dejé ebullir durante
doce minutos hasta que la mezcla alcanzo una coloracién trasparente, luego se afiade el
bromuro de etidio se agita para homogenizar la mezcla y se vierte en la carcasa y se deja
reposar hasta que se solidifique. Este gel se usé para verificar la presencia de ADN.
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