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RESUMEN

El rapido Deterioro Fisiol6gico Post-cosecha (DFP) limita el potencial del cultivo de
la yuca, disminuyendo su palatabilidad y valor comercial dentro de 24-72 horas
después de la cosecha. Una fuente de genes que disminuyen el DFP fue
identificada en un hibrido interespecifico (CW429-1) entre Manihot esculenta y
Manihot walkerae. Se aplicO la estrategia de analisis de QTLs en
retrocruzamientos “AB-QTL” con el fin de identificar QTLs asociados a la
resistencia al DFP. Una poblacion de medios hermanos (BIPD280) proveniente del
parental resistente CW429-1 y 8 genotipos elite usados como padres recurrentes
susceptibles fue desarrollada y evaluada. La cuantificacion del DFP fue realizada
usando el método propuesto por Wheatley et al. (1985), con algunas
modificaciones. Cinco raices por genotipo fueron evaluadas a los 7 y 14 dias
después de la cosecha (ddc), siguiendo una escala (0-100%), otras
caracteristicas relevantes fueron también evaluadas. Cuatrocientos treinta y cuatro
marcadores microsatelites fueron evaluados. Los resultados mostraron una
reduccion significativa de DFP (entre 10-46% de reduccién con respecto a los
parentales recurrentes). Alrededor de un 51% de genotipos fueron establecidos
con un alto y medio nivel de resistencia (0-35% de DFP) de los cuales 22 y 20%
de genotipos corresponden a individuos sin sintomas de DFP después de 7y 14
ddc, respectivamente. Una posible correlacion fue establecida entre DFP (14 ddc)
y escopoletina (0.523, p<0.001), y con materia seca (0.288, p<0.001). Los
marcadores polimorficos (82 SSR) fueron usados para construir el mapa de
ligamiento y de QTLs. Diecisiete grupos de ligamiento fueron obtenidos usando un
LOD de 4.0 y una fraccion de recombinacion de 0.3. 3 regiones QTLs fueron
establecidas en los grupos de ligamiento O y C, las cuales explicaron entre el
3.87-7.66% de la variaciéon fenotipica. Cinco QTLs desde el parental donante con
efectos negativos sobre materia seca fueron identificados. Estos resultados
preliminares mostraron que el esquema de introgresion de la resistencia al DFP
fue exitoso y los QTLs asociados a la caracteristica contribuiran a mejorar la
eficiencia en los procesos de mejoramiento de yuca mediante el esquema de AB-
QTL y seleccidn asistida por marcadores (MAS).

Palabras clave: introgresion, Manihot walkerae, deterioro fisiologico post-cosecha
DFP, Mapeo genético, QTLSs.



ABSTRACT

The rapid Physiological Postharvest Deterioration (PPD) process limits the
potential of cassava crop, diminishing its palatability and commercial value within
24-72 hours after harvest. A source of genes for drastic delay of PPD was
identified in an inter-specific hybrid (CW429-1) between Manihot esculenta
(cultivated cassava) and Manihot walkerae. We applied an advanced backcross
breeding strategy to identify quantitative trait loci (QTLSs) for resistance to PPD from
the donor parent CW429-1. A half-sib (BIPD280) population from resistant parental
CWwW429-1 and 8 elite CIAT genotypes, used as susceptible recurrent parents, was
developed and evaluated. The method proposed by Wheatley et al. (1985), with
some modifications was used to quantify PPD. Five roots per genotype were
evaluated 7 and 14 days after harvest (DAH), following a scale (0 - 100%), Other
relevant traits were evaluated. Four hundred and thirty four microsatellites markers
covering the whole cassava genome were evaluated. Results showed significant
reduction of PPD (between 10-46% of PPD in relation to the recurrent parents).
About 51% of genotypes were found to have high to medium level of resistance (0-
35% PPD) of which 22 and 20% genotypes correspond to individuals without PPD
after 7 and 14 DAH, respectively. A positive correlation was found between PPD
(14 DAH) and scopoletin (0.523, p<0.001), and with dry matter (0.288, p<0.001).
The polymorphic markers (82 SSR) were evaluated in the entire population for
genetic and QTLs mapping. Seventeen linkage groups were obtained using a LOD
score of 4 and a recombination fraction of 0.3 and three QTLs regions were found
in the O and C linkage group that explain 3.87-7.66% of the phenotypic variance.
Five QTLs with negative effects over dry matter were identified from donor parent.
These preliminary results indicated that the scheme for introgressing PPD
resistance was successful and QTLs found with significant effects associated with
this trait have been identified as good targets for future work in cassava improving
by AB-QTL scheme and Marker Assisted Selection (MAS).

Key words: Introgression, M. walkerae, physiological postharvest deterioration

PPD, genetic mapping, Quantitative Trait Loci QTLs, advanced backcross QTL AB-
QTL.
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INTRODUCCION

La yuca Manihot esculenta Crantz es un cultivo importante en las regiones
tropicales y subtropicales. En estas regiones la yuca es la tercera fuente de
calorias para humanos y animales después del arroz y el maiz, y es el sexto
cultivo a nivel mundial de acuerdo a la produccion global; principalmente por su
extraordinaria capacidad para almacenar carbohidratos, y su tolerancia o
adaptacion a sequia y a suelos infértiles y acidos (Best y Henry, 1992; Cock, 1985;
Mann, 1997; Ingram y Humphries, 1972; Taylor et al., 2002).

Uno de los mayores problemas que limita las posibilidades de produccion,
transporte y almacenamiento de la yuca es el rapido deterioro después de su
cosecha, lo cual resulta en una corta capacidad de almacenamiento de las raices.
El deterioro post-cosecha es un problema inherente desde las heridas y dafio
mecanico de las raices que no pueden ser prevenidos durante la cosecha (Huang
et al., 2001).

El deterioro fisiolégico se muestra como coloracion de los tejidos vasculares y del
parénquima de almacenamiento, acompafiado por cambios tipicos de respuesta
de la planta a heridas. Los mecanismos por los cuales las plantas responden a
heridas y ataques de patdgenos incluyen varias respuestas bioquimicas, las
cuales incrementan la sintesis de ciertas proteinas, cambios en la membrana
lipidica y la produccion de etileno (Beeching et al., 1994, 1998; Rickard, 1985).

Las raices de yuca son altamente perecederas comparadas a las de otros cultivos
templados o tropicales. Esto puede estar asociado al hecho que a diferencia de
otros organos de almacenamiento de las plantas, las raices de yuca no exhiben

ninguna inactividad endégena o latencia, no tienen ninguna funcién en la



propagacion y no poseen ningun primordio de yema del cual un nuevo crecimiento
pueda ocurrir. Los principales eventos ocurren uno o dos dias después de la
cosecha, tiempo en el cual se presenta una répida iniciacion del deterioro
fisioldgico post cosecha (DFP). La solucién de este problema es una de las metas
mas importantes para la investigacion y mejoramiento en yuca (Coursey y Booth,
1977; Passam y Noon, 1977; Ceballos et al., 2004).

La variabilidad genética para esta caracteristica es limitada en M. esculenta; sin
embargo, Rogers y Appan (1973) reportaron una especie silvestre, M. Walkerae,
cuyas raices presentan yemas adventicias, las cuales pueden ser usadas para
propagacion. La disminucion dramatica del deterioro fisiolégico postcosecha fue
establecido en esta especie silvestre, sugiriendo el desarrollo de cruzamientos
interespecificos como mecanismo de introgresion de alelos utiles (Fregene y Mba,
2004; Ceballos et al., 2004).

Las metas del mejoramiento genético son considerablemente limitadas por las
caracteristicas bioldgicas del cultivo, lo cual incluye un largo periodo de
crecimiento, una carga genética alta y una escasa produccion de semilla sexual.
Estos factores afectan severamente la rapidez y facilidad para detectar y usar
genes de interés en yuca comercial. La biotecnologia podria contribuir a superar
estas limitantes biolégicas aportando grandes beneficios para los agricultores
(Fregene et al., 2001).

La tecnologia de marcadores moleculares es un sistema de herramientas que
pueden realzar la eficacia de analisis genéticos y la seleccién de genes de interés
en diferentes genotipos. Los marcadores moleculares son fenotipicamente
neutrales y pueden ser usados para mapear caracteres dominantes o recesivos
controlados por la segregacion de un solo locus (rasgos cualitativos) y los
caracteres que son controlados por multiples loci, también llamados caracteres

cuantitativos heredados (Nelson, 1996; Yencho et al., 2000).



Mediante el uso de marcadores moleculares, el proceso de mejoramiento no
solamente es realizado basandose en el fenotipo de la planta, sino también en el
genotipo utilizando diferencias en el ADN que estan altamente correlacionadas a
las diferencias fenotipicas, este proceso incrementa altamente la eficiencia de

seleccion (Yencho et al, 2000).

Las evaluaciones fenotipicas en conjunto con las técnicas moleculares podrian
contribuir a la comprensién y conocimiento de los genes mas importantes
implicados en el proceso de DFP, y de esta forma incrementar la eficiencia en la
obtencién de variedades resistentes dentro de un programa de mejoramiento
mediante el uso de seleccion asistida por marcadores (MAS) o transformacion

geneética.

La introgresion genética de caracteristicas de interés desde especies silvestres en
conjunto con la seleccién asistida por marcadores asociados, podria ser una
herramienta eficiente para el desarrollo de materiales comerciales resistentes a
deterioro fisiologico. Por cuanto a pesar de que las especies silvestres son una
importante fuente de genes de interés, el proceso de introgresion también requiere
la reduccion o eliminacién del genoma indeseable del donador y el rompimiento de
los eventos de ligamiento presentes, situacion que podria ser parcialmente
resuelta mediante el uso de marcadores moleculares, que por otra parte
contribuirian a la reducciéon de generaciones requeridas en el esquema de
retrocruzamiento, como se sugiere en el método de andlisis de QTLs en
retrocruzamiento avanzado “AB-QTL: advanced backcross -QTL” (Tanskley y
Nelson, 1996; Blair et al., 2007).

En yuca, un esquema modificado de la estrategia AB-QTLs esta siendo usado en
la introgresion de caracteristicas de interés desde genotipos silvestres
relacionados. En este sentido, una accesion de M. Walkerae (MWal 001) fue
usada para realizar cruzamientos extensivos con variedades elites de yuca.

Después de este proceso, solamente un hibrido (CW429-1) fue obtenido, cuyas
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raices permanecieron intactas después de un mes de su cosecha, a partir de este
genotipo se obtuvieron familias mediante polinizacion abierta. El objetivo de este
estudio fue la evaluacién de la introgresion de la resistencia al deterioro fisiol6gico
post-cosecha (DFP) desde M. Walkerae en una poblacion de hermanos medios en

yuca.



1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la introgresion de la resistencia al deterioro fisiolégico post-cosecha desde
M. Walkerae Croizat en una poblacién de hermanos medios en yuca Manihot

esculenta Crantz.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la variabilidad fenotipica de una poblacion de yuca con respecto a la

resistencia al deterioro fisioldgico post-cosecha (DFP).

Identificar marcadores moleculares de tipo microsatélites asociados a la
resistencia al DFP en yuca, usando la metodologia de mapeo genético de loci que

controlan caracteristicas cuantitativas (QTLS).

Identificar regiones QTLs asociadas con efectos positivos (resistencia al DFP) y/o
efectos negativos (disminucién materia seca) en la poblacion de hermanos medios

en yuca.

Identificar genotipos potenciales con resistencia al DFP a partir de marcadores
asociados a QTLs (seleccién positiva) y al mismo tiempo seleccionar en contra de
alelos indeseables de M. walkerae (seleccién negativa), para avanzar en el

proceso de Seleccion Asistida por Marcadores (MAS).



2. MARCO TEORICO

2.1. EL CULTIVO DE LA YUCA

2.1.1. Taxonomia. Estudios sobre las jerarquias sistematicas indican que la yuca
pertenece a la clase dicotiledonea, caracterizada por la produccion de semilla con
dos cotiledones, y a la subclase Archichlamydeae, que se diferencia por el
perianto poco evolucionado; al orden Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, tribu
Manihoteae, género Manihot y especie Manihot esculenta Crantz. Las
Euphorbiaceas se caracterizan por el notable desarrollo de los vasos laticiferos,
compuestos por células secretoras que reciben el nombre de galactocitos. La yuca
es una planta monoica, de ramificacion simpodial y porte arbustivo (Perry, 1943;
Judd et al., 1999).

2.1.2. Origen y dispersion. El género Manihot es originario de las Ameéricas,
ubicandose entre 30°N y 30°S de latitud. Estudios moleculares basados en genes
nucleares de copia unica han contribuido en el conocimiento de la filogeografia y
origen evolutivo de la yuca, sugiriendo que: 1) la yuca fue domesticada desde
poblaciones de M. esculenta silvestres a lo largo de la region sur del Amazonas
(oeste central del Brasil y este del Peru); Il) el cultivo no parece ser derivado de
varias especies progenitoras, como previamente se habia propuesto; Ill) la yuca
no comparte haplotipos con Manihot pruinosa, una especie estrechamente
relacionada y con alto potencial para recombinaciéon. América Central podria ser
un centro secundario de diversidad genética, pues en México se han encontrado
restos de hojas que datan de cerca de 2.500 afios (Allem, 1994; Olsen y Shaal,
1999).



2.1.3. Citogenética. En la familia Euforbidcea, usualmente, el nudmero
cromosomico béasico es 8, aunque el rango de variacion oscila entre 6 a 11.

Aproximadamente, 50% de las especies son poliploides (Martin, 1976).

Todas las especies de la tribu Manihoteae (incluyendo M. esculenta) estudiadas
hasta ahora contienen 36 cromosomas y en la mayoria de los casos el
apareamiento de los cromosomas en forma bivalente, sugiriendo que esta especie
seria diploide. Entre las evidencias que apoyan esta hipétesis se encuentran: 1) la
presencia de dos diferentes grupos de regiones organizadoras del nucléolo (NOR),
II) la repeticion de tipos cromosomicos y Ill) el namero cromosémico basico
observado en otros géneros dentro de la familia Euphorbiacea, cuyo rango va de 6
a 11. Para algunos autores, se trata de una especie diploide (2n=36 cromosomas),
mientras que otros la consideran un poliploide, posiblemente un alopoliploide (ya
sea tetra 0 hexaploide) (Perry, 1943; Magoon et al., 1969; Umannah y Hartman,
1973).

2.1.4. Descripcion botanica. La gran cantidad de genotipos de yuca cultivados
comercialmente y la diversidad de ambientes ecologicos en los cuales se
encuentra sembrada, dificultan una descripcion precisa de los caracteres
morfoldgicos, respecto a las cuales se debe tener siempre presente la interaccion
del genotipo (variedad) y de las condiciones ambientales, sin embargo,
descriptores morfolégicos han sido identificados para la caracterizacion de

variedades de yuca (Dominguez, 1983).

La yuca cultivada, Manihot esculenta Crantz, es un arbusto lefioso perenne de 3 a
5 m de altura. Durante los primeros meses, después de la plantacion, las raices
fiborosas comienzan a desarrollarse, ensancharse y a almacenar grandes

cantidades de almidon en el parénquima (Ceballos y de la Cruz, 2002).



Los tallos son el medio para la multiplicacién asexual y comercial de la especie. El
tallo maduro es cilindrico y su didmetro varia de 2 a 6 cm. Tanto el grosor del tallo
como el color varian con la edad de la planta y la variedad (Dominguez, 1983).

Las hojas son simples y estan compuestas por la lamina foliar y el peciolo. La
lamina foliar es palmeada y lobulada. Las hojas maduras son glabras y de
diferentes colores. El color de las nervaduras y peciolos son caracteristicas
varietales (Dominguez, 1983; Ceballos y de la Cruz, 2002).

No todas las variedades de yuca florecen, y entre las que lo hacen hay marcadas
diferencias en cuanto a tiempo de floracion y a la cantidad de flores que producen.
La yuca es una planta monoica con polinizacion cruzada, de ahi que sea una
planta altamente heterocigota. La polinizacion se realiza basicamente por la accion

de insectos (Dominguez, 1983).

Después de la polinizacion y la subsiguiente fertilizacion, el ovario se desarrolla
para formar el fruto, el cual toma entre 2 a 3 meses para completar su maduracion.
El fruto es una capsula dehiscente y trilocular de forma ovoide o globular, de 1 a
1.5 cm de diametro, con 6 aristas longitudinales, estrechas y prominentes. Al
hacer un corte transversal se observa el epicarpio, mesocarpio y endocarpio. El
endocarpio es de consistencia lefiosa, se abre bruscamente cuando el fruto esta
maduro y seco para liberar y dispersar las semillas. Al madurar la semilla, el
epicarpio y el mesocarpio se secan. La dehiscencia del fruto de la yuca es biscida,
0 sea, es una combinacion de dos tipos de dehiscencia: septicida y loculicida
(Dominguez, 1983).

La semilla es el medio de reproduccion sexual de la planta y por consiguiente es
de incalculable valor en el mejoramiento genético del cultivo. La semilla es de
forma ovoide-elipsoidal y mide aproximadamente 10 mm de largo, 6 mm de ancho
y 4 mm de espesor. La testa es lisa, de color café con moteado gris. En la parte

superior se encuentra, la caruncula, estructura que se pierde una vez que la
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semilla ha caido al suelo. El extremo opuesto a la caruncula termina en una
pequefa cavidad. De la carincula sale una sutura que termina en la actividad

basal (Dominguez, 1983).

2.1.5. Sistema radical. Las raices de la planta de yuca tienen como caracteristica
principal la capacidad de almacenamiento de almidones, razén por la cual es el
organo de la planta que hasta el momento tiene el mayor valor econémico
(Dominguez, 1983).

El sistema radical de la planta de yuca tiene una baja densidad de raices pero una
penetracion profunda, lo cual le brinda a la planta la capacidad para resistir
periodos largos de sequia. La planta absorbe agua y los nutrimentos por medio de
las raices fibrosas y aparentemente todas estas raices tienen esa capacidad, la
cual disminuye cuando se vuelven tuberosas. Solamente unas pocas raices se
vuelven tuberosas de manera que la mayoria de raices fibrosas permanecen y
continian con su funcidon alimentadora. Las raices tuberosas son anatomica y
morfolégicamente similares a las fibrosas, pero la diferencia esencial radica en
gue la polaridad de crecimiento de la raiz cambia de longitudinal a radial cuando
se inicia la acumulacion de almidones. Sin embargo, esto no implica que la raiz no

siga creciendo longitudinalmente (Dominguez, 1983).

Las raices tuberosas de yuca provienen del engrosamiento secundario de las
raices fibrosas. Esto significa que la penetracion al suelo del sistema radical la
efectdan las raices delgadas y solamente después de esa penetracion se inicia el
engrosamiento. Las partes que se distinguen en el sistema radical de una planta
adulta de yuca son las raices tuberosas, las cuales terminan en unas raices
fibrosas; en la parte proximal nace del cuello o pedunculo, mediante el cual las
raices se unen al tallo. La raiz tuberosa estd compuesta por la cascara, la pulpa y

las fibras centrales (Dominguez, 1983).



2.2. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO

Alrededor de diecisiete millones de hectareas de yuca son cultivadas en todo el
mundo, 10.27 millones de hectareas en Africa, 2.637 en Sur América y 3.535 en
Asia. La produccion de yuca en el mundo oscila entre 170 millones de toneladas
por afio; 50% es producido en Africa, 30% en Asia y aproximadamente el 20% en
Sur América (Rodriguez, 2001).

La yuca es utilizada principalmente para la alimentacion humana en Africa. En
gran parte de Africa tropical, la yuca es la fuente mas importante de calorias
llegando a ser el alimento base de mas de 200 millones de africanos. Cerca de
70% de la yuca es procesada antes del consumo de diferentes maneras para
producir varios tipos de harinas, pastas fermentadas, tapioca, chips y almidén. En
Latinoameérica la yuca es importante en ciertas areas para alimentacion humana,
sin embargo, el uso como fuente para alimentacion animal esta incrementando. El
uso de la yuca varia grandemente a través de Asia; en el sur de la India es
importante en la dieta humana como yuca fresca, mientras en el estado de Tamil
Nadu es una importante fuente de almidén, en Tailandia la mayoria de la yuca es
procesada para producir almidon y pildoras de yuca seca para exportacion como
alimento animal; recientemente, se han creado fabricas de etanol que operan

fermentando raices de yuca (Cock, 1985; Rodriguez, 2001).

Hay industrias de almidén en pequefia escala en paises tropicales, las cuales
tienen una real importancia socioecondémica para la economia local. En diversos
paises, el almidon naturalmente fermentado es obtenido para preparar productos
de panificacién tradicionales. Ejemplo de esta actividad tradicional son, kupruk en
Indonesia, Sago en India, pan de bono y pan de yuca en Colombia, biscoicho y

pao de queijo en Brasil y chipa en Paraguay (Best et al., 1992; Wenham, 1995).

El almidon de yuca puede ser usado de diferentes formas, directamente o como

materia prima. Hay principalmente tres formas de uso: 1) almidén no modificado o
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nativo; 2) almidones modificados fisica, quimica y biolégicamente para
aplicaciones industriales (alimento para personas hospitalizadas y bebes,
productos no alergénicos y farmacéuticos, papel y textiles, adhesivos, alcoholes y
acetonas); 3) endulzantes (fructosa, dextrina, glutamato monosédico, etc.) (FAO y
IFAD, 2001; Grace, 1977).

La importancia de la yuca en el mundo es principalmente un reflejo de las ventajas
agronomicas del cultivo. La contribucion del cultivo sobre la subsistencia de
poblaciones pobres estd incrementando; no obstante, existe la necesidad de
considerar el estudio de su manejo post-cosecha, procesamiento y mercadeo
(Westhby, 2002).

Hay tres mayores limitaciones para el incremento de la utilizacion de raices de
yuca: su corto periodo de vida, bajo contenido de proteina y su natural contenido
de cianégenos. El deterioro fisiologico sugiere que la rapidez entre la cosecha y
posterior procesamiento es mas importante que en otro cultivo con raices de
almacenamiento. En adicion a la obtencidbn de productos almacenables, el
procesamiento puede también adicionar valor al cultivo y proveer mejores
oportunidades (Westby, 2002).

2.3. DETERIORO POST COSECHA EN YUCA

2.3.1. Generalidades. En general el deterioro post-cosecha estad dividido en
deterioro primario y deterioro secundario. Resultados preliminares indicaron que el
deterioro primario es un complejo de procesos fisiolégicos y ambientales, los
cuales inician entre 24 a 48 horas después de realizada la cosecha dependiendo
del genotipo de yuca (Plumbey y Rickard, 1991; Wenham, 1995). El deterioro
secundario es el resultado del proceso anterior mas el deterioro debido a la

presencia de microorganismos como bacterias y hongos (Huang et al., 2001).
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2.3.2. Deterioro fisiolégico o primario. EI deterioro fisiol6gico post cosecha DFP o
deterioro primario, es abiético y en muchos aspectos semejantes a la respuesta a
lesiones de tejidos observada en otros sistemas de plantas mejor estudiados. Los
cambios en la coloracibn vascular asociados con cambios fisiolégicos vy
bioquimicos del DFP causan cambios en la calidad comercial de las raices de
yuca. Aunque el deterioro microbiano y la pudriciébn aparecen después, no se ha
demostrado que los cambios observados durante el DFP sean resultado de un
ataque microbiano (Beeching et al., 1995).

Al desprender la raiz de la planta se produce un dafio fisico que desencadena
reacciones de defensa, produciendo cambios visibles durante el deterioro
fisiologico post-cosecha debido a la acumulacion de numerosas proteinas y

compuestos (Plumbley y Rickard, 1991).

Reportado por primera vez en 1928 en Argentina, y descrito por una coloraciéon
azul oscura de los vasos vasculares, el deterioro fisiologico post cosecha se inicia
por lesiones en la superficie de la raiz y avanza cubriéndola por completo. EI DFP
se distingue por el color oscuro de las venas, resquebrajamiento radial y
oclusiones en el xilema, causado por la accion de enzimas enddgenas, como han

reportado varios autores (Plumbley y Rickard, 1991; Beeching et al., 1994).

Observaciones realizadas confirman que el deterioro fisioldogico no esta
relacionado con la invasion de patdgenos, pero las lesiones en los tejidos pueden
hacer posible el facil acceso de una amplia variedad de microorganismos
involucrados en deterioro secundario (Beeching et al., 1994, Clowes et al., 1995,
Beeching et al., 1998).

Normalmente la respuesta de defensa es inhibida con la reparacion de la lesion.
Sin embargo, estos procesos de reparacion no ocurren en las raices de la yuca
almacenadas después de la cosecha. Aunque todos los elementos metabdlicos
para una respuesta normal a lesiones estan presentes en las raices de yuca
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cosechadas no hay una adecuada regeneracion de los tejidos lesionados. La
hipotesis principal es que una incontenible cascada de respuestas a la lesion
resulta finalmente en el deterioro. La no cicatrizacion de los tejidos lesionados
podria desencadenar una continua produccion de sefiales, las cuales inician
continuamente la cascada de reaccion de defensa por todas las partes de la raiz
(Beeching et al., 1999).

Durante la cosecha, las raices se parten para separarlas del tallo, a menudo las
puntas son dafiadas y las raices sufren mdltiples lesiones. Durante la
manipulacion y el transporte las lesiones de las raices pueden aumentar. Es a
partir de las areas lesionadas de la raiz que se inicia el deterioro fisiolégico. El
DFP es inicialmente observado como una coloracion negro-azul de los tejidos
vasculares al interior de la raiz, el cual es conocido como “vascular streaking”.
Previo al aumento de color azul se observa una fluorescencia intensa cuando el
tejido vascular de las raices es expuesto a la luz ultravioleta, como se observa en
la Figura 1 (Wheatley, 1982, Wenham, 1995).

Figura 1. Sintomas de deterioro fisioldgico primario (DFP) en yuca. a) corte
transversal de raiz observado bajo condiciones normales de evaluacion muestra
resquebrajamiento radial con coloraciébn oscura. b) corte transversal de raiz

observado bajo exposicion a luz ultravioleta muestra alto nivel de fluorescencia.
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El DFP en yuca es un proceso activo que involucra cambios en la expresion de
genes y aspectos comunes con la respuesta a lesiones. Los mecanismos de
respuesta fisiolégica a lesiones incluyen: incremento en la actividad de enzimas
como la fenilalanina amonioliasa (PAL), una proteina asociada con la sintesis del
fenol, incremento en la actividad de peroxidasas, catalasas y fenoloxidasas
(Rickard et al.,, 1985, Beeching et al., 1999). Durante el desarrollo del DFP,
compuestos de bajo peso molecular inician 0 aumenta su produccién, compuestos
fendlicos y polifendlicos incrementan su sintesis después de la cosecha; también
se observan cambios en la composicion de las membranas lipidicas y produccion
del etileno (Hirose et al., 1984).

Varias lineas de evidencia sugieren que la respuesta a DFP en raices de yuca es
un proceso oxidativo mediado enzimaticamente, por lo tanto, el oxigeno molecular
es requerido; tratamientos para reducir el acceso al oxigeno y/o inhibir la actividad
enzimatica pueden afectar esta respuesta. Adicionalmente, la disminucion en los
antioxidantes no enzimaticos, B-caroteno y ascorbato, ha sido reportada durante
DFP, y un contenido alto de carotenos esta asociado con la reduccion de la
susceptibilidad al DFP. De igual manera, se ha encontrado que la poda antes de
cosecha afecta la respuesta al DFP, en la medida en que afecta inversamente la
proporcion en el contenido de almidon y azucares, y causando a su vez una
reduccion en la susceptibilidad al DFP, disminucion de materia seca y aumento en
el contenido de azucares (Averre, 1967; Noon y Booth, 1977; Beeching et al.,
1998; Oirschot et al., 2000; Chavez et al., 2005).

El efecto inmediato de una lesion en los tejidos de una planta es la ruptura de la
barrera de proteccion fisica, produciendo en los tejidos cercanos deshidratacion,
disminucién de los niveles de CO,, aumento en los niveles de oxigeno e
incremento en la exposicion a microorganismos patdégenos. Estas presiones de
selecciéon han dado lugar a un mecanismo impresionante de defensa en las
plantas, con una estructura genética compleja (Beeching et al., 1994; Wenhan,

1995).
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. Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno. Se ha reportado la
presencia de especies reactivas de oxigeno, tanto superéxido (O2) y peroxido de
hidrogeno (H202) que son inducidas por las heridas generadas durante la cosecha
y el posterior desencadenamiento del estrés oxidativo en raices de yuca
almacenadas. La produccion de superéxido fue detectada dentro de los 15
minutos después de la herida, bajando sus niveles 8-10 horas mas tarde. El
peréxido de hidrogeno fue detectado 3 horas después de causar las lesiones en
las raices. En estudios histoquimicos se ha encontrado que la formacion de
superoxido se presenta en el parénquima, las células del cambium presentaron
coloracion mas intensa; por su parte el peroxido estuvo inicialmente localizado en
el parénquima cortical y en el parénquima de almacenamiento fundamentalmente
el cambium, donde estaba especialmente asociado con los vasos xilematicos
(Reilly et al., 2003)

. Produccion de metabolitos secundarios. Los analisis bioquimicos vy
guimicos muestran que la produccion de peroxido de hidrogeno y la
hidroxicumarina, escopoletina y su glucdsido escopolina estan estrechamente
relacionados al proceso de deterioro fisiologico, mas que otros compuestos; sin
embargo, también se ha observado el incremento de la actividad de ciertas
enzimas, como peroxidasas. La sintesis de catequinas y sus posibles metabolitos
condensados en taninos, ocurre después de 5 a 6 dias y por esta razon puede ser
el resultado de una reaccion de defensa durante la pudricibn por deterioro

secundario o microbial pero no para DFP (Buschmann et al., 2000b).

La acumulacion de escopoletina y peréxido se presenta en los mismos
compartimentos, y se postula la existencia de una peroxidasa escopoletina
especifica en el apoplasto que produce el precipitado azul oscuro en los haces
vasculares durante el DFP. Las diferencias en la respuesta al DFP entre los
cultivares no son debidas al tiempo de acumulacion sino a las cantidades de

escopoletina sintetizadas (Buschmann et al., 2000a,b).
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La escopoletina es encontrada en muy bajas concentraciones en las raices
frescas, pero aumenta considerablemente 24 horas después de la cosecha (de
<1,0 a > 250 pg/g de materia seca). Este drastico incremento permite visualizar la
escopoletina en los mismos tejidos bajo luz ultravioleta debido a su fluorescencia.
La aplicacion de escopoletina en tejidos frescos induce rapidamente los sintomas
de DFP. Las raices resistentes al DFP acumulan menos escopoletina que las
raices susceptibles (Rickard, 1982; Wheatley, 1982).

. Genes expresados y actividad enzimatica detectada durante el proceso de
deterioro fisiol6gico post-cosecha. Los genes inducidos como parte de la
respuesta general de defensa pueden ser divididos en varios grupos de acuerdo a
su funcion. En un primer grupo los genes que codifican enzimas de la ruta
metabolica del fenilpropanoide, tales como fenilalanina amonio liasa (PAL),
chalcona sintasa (CHS) y chalcona isomerasa (CHI), los cuales son marcadores
clasicos en la respuesta de defensa de las plantas. Muchos productos finales de la
ruta metabdlica del fenilpropanoide, tienen efecto antimicrobiano directo, tal como
las fitoalexinas, mientras otros productos como la lignina, son utiles para fortalecer
la pared celular. En un segundo grupo estan los genes que determinan la sintesis
de (glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs Hydroxyproline Rich
Glycoproteins) y peroxidasas. El producto de estos genes de defensa también
puede contribuir a la formacion de una barrera estructural contra la invasion de
patégenos. Un tercer grupo es formado por los genes de chitinasas, pectinasas y
3-1,3-glucanasa. Estas enzimas pueden promover la degradacion de la pared
celular de hongos, o liberar sefiales endégenas que estimulan la reaccion de
defensa (Clowes et al., 1995).

Estudios iniciales sobre los genes inducidos por el ataque de patdgenos, han
demostrado que la expresidén de genes relacionados con la defensa de la planta,
gue codifican para enzimas como fenilanina amonioliasa, chalcone sintasa,

chalcone, isomerasa, quitinasas y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina también
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son inducidos por la ruptura de la barrera de proteccion fisica, cuando se
presentan lesiones en los tejidos (Rickard, 1985). Ademas, la respuesta de la
planta a lesiones incluye la induccion de otros genes relacionados con la defensa,
como peroxidasas, lipoxigenasas y proteinas de la pared celular. Aparentemente
varias de las enzimas inducidas en lesiones participan en la sintesis de lignina y
en otras reacciones que contribuyen a la reparacién de la pared celular dafiada.
Adicionalmente a la funcion de reparacion, algunas de las proteinas producidas
participan en la produccion de fitoalexinas, isoflavonoides, y compuestos fendlicos
que contribuyen a la defensa contra organismos patégenos y larvas de insectos
(Ross et al., 1995).

De esta forma las plantas reaccionan a las diferentes fuentes de estrés,
cambiando los patrones de expresion de su genoma. Diferentes factores como:
infeccion por virus, irradiacion ultravioleta, ataque de herbivoros o lesiones en los
tejidos, disparan la expresion de genes inactivos y estimula el aumento en la tasa

de transcripcion de otros (Baladin et al., 1995).

Muchas de las secuencias sobrereguladas y expresadas especificamente en el
proceso de DFP juegan un rol importante en el proceso celular incluyendo la
interconversion de especies reactivas de oxigeno, reparacion de la pared celular,
muerte celular programada, transporte de metabolitos, iones y agua, percepcion y
traduccion de sefales, respuesta a estrés, metabolismo y biosintesis, y activacion

de sintesis de proteinas (Reilly et al., 2007).

2.3.3. Deterioro microbiano o secundario. El deterioro secundario es regularmente
debido a la invasion y proliferacion de hongos y bacterias dentro de la raiz, este
tipo de deterioro es menos importante que el primario o fisiolégico, debido a que
depende de condiciones externas a la planta, las cuales pueden ser controladas.
En la Figura 2 se observan raices con sintomas tipicos del deterioro secundario

(Plumbley y Rickard, 1991; Cortes, 1999).
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Figura 2. Sintomas tipicos de deterioro secundario en yuca. La pudricion causada

por microorganismos es la caracteristica distintiva de este tipo de deterioro.

Diferentes especies de hongos y bacterias han sido aisladas de raices de yuca
almacenadas en diferentes condiciones. Dos tipos de pudricibn debida a
microorganismos ha sido descrita por Majunder (1955), una pudricién seca que
ocurre en condiciones aerobicas, causadas por una especie aun no identificada de
Rhizopus sp. y una pudricién blanda que ocurre en condiciones anaerobias
causadas por una especie de Bacillus sp. Ocasionalmente, la pudricion de las
raices puede estar acompafiada de un cambio en la coloracion de los haces
vasculares, pero se ha establecido que es tipico del deterioro primario (Plumbley y
Rickard, 1991).

La investigacion detallada realizada por Ekundayo y Daniel (1973), sugiere que la
pudricion blanda de las raices es el resultado de un conjunto de hongos:
Lasiodiplodia thobromae (Pat) Grift. Et Maubl. (Botrydiplodia theobromae Pat.),
Aspergillus niger Van Tieghem, Aspergillus flavus Link, Cylimdrocarpon candidum
(Link) Wollenw, y Thricoderma harzianum Rifia, aunque Noon y Booth (1977),

indican que Diplodia Manihoti es el mas serio marcador de esta enfermedad.
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2.4. MARCADORES MOLECULARES EN EL MEJORAMIENTO GENETICO

Desde la pasada década, mapas moleculares estan disponibles para muchos
cultivos; tales como: maiz, tomate, papa, arroz y trigo; los cuales han facilitado la
seleccion basada en marcadores moleculares para caracteristicas de interés. Los
marcadores moleculares se basan en diferencias de la secuencia de nucle6tidos
en el ADN de los cromosomas de diferentes individuos. Estas diferencias son
referidas como polimorfismos de ADN, y son el resultado de inserciones,
delecciones, duplicados y substituciones de nucleétidos (Brar y Khush, 1993; Liu,
1997).

La tecnologia basada en marcadores moleculares tiene gran potencial para
incrementar la precision y la eficiencia en los procesos de mejoramiento genético
de plantas, adicionalmente para facilitar la transferencia de variabilidad util desde
especies silvestres a clones elites, asi como también en seleccion asistida por
marcadores para caracteristicas que se expresan mas tarde en la fase del ciclo de
crecimiento del cultivo y/o caracteristicas dificiles de ser evaluadas debido a sus
altos costos (recuperar los mejores genotipos en poblaciones segregantes,
identificar fuentes de genes de resistencia a plagas y enfermedades); es asi como,
una ganancia substancial en el mejoramiento para caracteristicas cuantitativas se
ha visto cuando la genética molecular se integra con el mejoramiento convencional
(Lawson et al., 1997; Fregene et al., 2001).

La biotecnologia de marcadores moleculares, con su habilidad para explotar la
informacion a nivel génico, basada en el mapeo de genomas y, mejoramiento y
analisis genéticos asistidos por marcadores, ofrece una opcién practica en el
progreso para la solucion de problemas en el mejoramiento de los cultivos. Los
mapas genéticos y analisis de marcadores para caracteristicas complejas pueden
ser empleados para entender la base genética del rendimiento potencial, y la

identificacion de factores involucrados. Estos, pueden también ser usados para
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elucidar el control genético de la calidad de raiz, incluyendo el contenido de
almidéon y calidad, y deterioro fisiolégico, y localizar genes de resistencia a
enfermedades vy plagas, uso eficiente de nutrientes y floracién. La informacion
obtenida puede ser usada en la seleccién de parentales con alto valor como
progenitores, puede ser considerada como una guia para las decisiones en el
mejoramiento de multiples caracteristicas y en la combinacion de genes
complementarios, aprovechando adicionalmente la alta diversidad en yuca y sus
silvestres relacionados (Fregene et al., 2001).

Los marcadores moleculares proveen estimaciones confiables de la diversidad
genética, pueden mejorar la eficiencia de seleccion para muchas caracteristicas a
traves de su ligamiento con alelos con efectos menores (caracteristicas
cuantitativas) y mayores (caracteristicas cualitativas), y asi contribuir al mayor
entendimiento de la genética de las caracteristicas a nivel de ADN; al mismo
tiempo que se contribuye a incrementar la eficiencia del proceso de mejoramiento,
y reduce los costos para la producciéon de nuevas variedades (Lamkey y Lee,
1993; Fregene et al., 2001).

Los marcadores asociados con caracteristicas de interés agronomico también
proveen una imagen del valor como progenitor de los genotipos, mediante la
eliminacién de la influencia sobre el fenotipo de otros loci deletéreos y el ambiente.
Los marcadores pueden ser usados para mapear genes de resistencia, para
realizar seleccion negativa asistida por marcadores de la resistencia a
enfermedades en ausencia del patégeno (eliminacion de genotipos susceptibles) y
adicionalmente son la base en el proceso de clonacién de genes de resistencia
(Fregene et al., 2001).
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2.4.1. Mapas de ligamiento y deteccién de QTLs

o Mapas de ligamiento. El analisis de ligamiento es uno de los métodos
basicos e indispensables en los estudios de genética, la distancia entre genes
sobre el genoma es asignada con base a la frecuencia de recombinacién de los
genes, estimada desde los individuos que conforman la poblacién segregante. Por
lo tanto, la probabilidad de recombinacion entre dos loci es mayor, cuanto mas
separados se encuentren y, por lo tanto, mayor es la probabilidad de segregacion
independiente o sin ligamiento, siendo ésta la premisa bésica en la construccion
de mapas genéticos o de ligamiento. El ligamiento en términos practicos, puede
definir la distancia genética entre caracteristicas polimorficas las cuales pueden
ser reconocidas como diferencias en la actividad enzimatica, longitud en los
fragmentos de restriccion o en la secuencia de nucledtidos en locus alélicos. Los
polimorfismos en la secuencia de nucleotidos son detectados mediante el uso de
técnicas moleculares, y su aplicacidon en una poblacién segregante permite la

construccion de mapas genéticos (Yin et al., 2003, Mohan et al., 1997).

La construccion del mapa genético requiere: a) la seleccion de la poblacion de
mapeo mas apropiada; b) el calculo de la frecuencia de recombinacion mas
adecuado para esa poblacién; c) establecimiento de los grupos de ligamiento y
estimacion de las distancias del mapa; y d) determinacion del mejor orden del
mapa (Staub et al., 1996).

Los analisis realizados para la construccion de mapas de ligamiento usan los
datos obtenidos desde una poblacion segregante para estimar las frecuencias de
recombinacion que posteriormente son usadas para determinar el arreglo lineal de
los marcadores genéticos, minimizando los eventos de recombinacién. El
porcentaje de recombinacion esta dado por los eventos de entrecruzamiento que
se puedan presentar después del proceso meidtico cuando se forman quiasmas
entre dos loci; los eventos de cruzamiento sencillo no son independientes por

cuanto siempre existe interferencia asociada al organismo en cuestiéon, la
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localizacién del cruzamiento, factores ambientales y otros numerosos factores que

son considerados por la funcién de mapeo desarrollada por Kosambi (1944).

La frecuencia de recombinacion es usada como un indice de la distancia entre dos
loci sobre un cromosoma, la aditividad de las distancias esta basada en la
proporcionalidad entre el numero promedio de cruzamientos por cromatida entre
dos loci y la distancia entre ellos, por lo tanto valores altos de distancia entre loci
en una misma cromatida sugieren la independencia de éstos (Staub et al., 1996).

La construccion de mapas de ligamiento molecular requiere el uso de
procedimientos estadisticos disefiados para elegir valores de variables que
maximizan una funcion definida y permiten incluir clases ambiguas (dobles
heterocigotos -AaBb- en una poblacion F, contienen tipos recombinantes y no
recombinantes), por esa razon se estima la maxima verosimilitud (maximum
likelihood), procedimiento que permite obtener la maxima posibilidad de que los
marcadores estén ligados, se basa en el orden de los marcadores que producen la
distancia mas corta y a su vez que tengan la probabilidad mas baja de que se
realicen multiples recombinaciones, y cuya expresion es maximizada mediante el
uso de la frecuencia de recombinacion (r), valor que se encuentra limitado entre O-
0.5 (Staub et al., 1996, Young, 1994).

El valor de LOD (Logarythm of Odd Distance) explica el logaritmo (10) de la razén
entre dos hipétesis, un valor de LOD>4,0 es equivalente a decir que la hipotesis
alternativa (ligamiento) es 10.000 veces mas probable que la hipotesis nula (no
ligamiento). EI LOD disminuye cuando el valor r incrementa e incrementa con el

incremento en el tamafio de muestra (Staub et al., 1996, Young, 1994).
. Deteccion de QTLs. En contraste a las caracteristicas monogénicas, tales
como la resistencia a enfermedades e insectos, muchas caracteristicas

agronoémicas importantes incluyendo rendimiento, caracteristicas relacionadas con
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la calidad y otras, muestran expresién fenotipica continua. La mayoria de estas
caracteristicas son controladas por varios genes, el nimero de genes y sus
efectos de interaccidén controlando la expresién de caracteristicas cuantitativas son
escasamente comprendidos. El mapeo de caracteristicas cuantitativas, por lo
tanto, es dificil por cuanto el genotipo no puede ser inferido a partir del fenotipo, y

éste es altamente afectado por el ambiente (Yin et al., 2003; Mohan et al.,1997).

Los genes que afectan las caracteristicas cuantitativas son frecuentemente
llamados “QTLs: Quantitative Trait Loci”, loci que controlan caracteristicas
cuantitativas. Muchos genes importantes en el mejoramiento son QTLs, y por lo
tanto el mapeo de QTLs es una de las mas importantes actividades en la
integracion de la investigacion en la genomica y el mejoramiento de plantas. La
base de la deteccidn de QTLs es el andlisis estadistico de asociaciones entre
marcadores y valores cuantitativos de las caracteristicas, y las técnicas
estadisticas usadas presentan diferentes niveles de sofisticacion y todas han sido
desarrolladas para detectar QTLs mudltiples ligados. Sin embargo, un QTL
detectado mediante cualquier técnica no es un gen verdadero, solamente
representa la region del genoma que contiene la mayoria de genes relacionados
con la caracteristica bajo estudio (Liu, 1997; Mohan et al., 1997; Yin et al., 2003).

Las primeras investigaciones fueron realizadas por Osborn et al. (1987), Tanksley
y Hewitt (1988) y Paterson et al. (1991) en tomate, quienes establecieron la
utilidad de los marcadores de tipo RFLPs en el mejoramiento de caracteristicas

cuantitativas.

El mapeo de QTL permite obtener informacién sobre el ndmero, posicion
cromosémica, magnitud del efecto e interacciones de los loci que controlan la
expresion de dichos caracteres. El procedimiento incluye la construccion de
mapas geneéticos y la busqueda de asociacion entre caracteristicas cuantitativas y
marcadores polimérficos. Una asociacion significativa entre caracteres y los

marcadores, puede ser evidencia de la presencia de un QTL en una region
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cercana a la localizacién de los marcadores. Cuando un QTL es detectado, el
valor de r?indica la proporcion de la varianza explicada por ese QTL, el valor de
LOD tiene relacion con el cociente de verosimilitud (LR) calculado en el mapeo de
QTLs y equivale a dos veces el logaritmo en base 10 de la maxima posibilidad de
validar una hipétesis nula de que no hay un QTL ligado a un marcador contra la
hipétesis alterna de que existe un QTL ligado a un marcador en una region
particular del genoma (Staub et al., 1996; Ortiz, 2002). Esta definida mediante esta
formula matematica:
LR =-2In Lo/ L1 =-2In 10 P

Los analisis permiten determinar diferentes efectos de los loci como aditividad y
dominancia, el efecto de aditividad se expresa en el efecto al cambiar el loci de un
parental por el otro parental, el signo + indica el aumento numérico de la
caracteristica que es aportado por el alelo del parental 1, y el signo — expresa la
disminucion numérica del parental 2. Dependiendo de la caracteristica se
selecciona la mejor linea. El efecto de dominancia ocurre cuando para un loci el
valor promedio de los heterocigotos de la poblacion es menor que el de alguno de

los parentales (Ortiz, 2002).

Las metodologias mas comunes para el mapeo de QTL son: andlisis simple,
analisis de intervalo y analisis de intervalo compuesto; el analisis simple utiliza un
solo marcador a la vez y no requiere un mapa molecular completo, la distribucion
de los valores del caracter es examinada separadamente para cada marcador. El
analisis de intervalo usa los datos de los mapas moleculares, por lo tanto en lugar
de analizar la poblacién con un marcador a la vez, el andlisis se realiza usando un
par de marcadores adyacentes simultaneamente, este analisis se basa en la
estimacion de la maxima verosimilitud y permite una mejor apreciacion de la
posicion y el efecto de los QTLs. El analisis de intervalo compuesto considera el
intervalo entre dos marcadores y ademas unos pocos marcadores bien

seleccionados en cada analisis para controlar la varianza causada por otros QTL.
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La probabilidad de falsos positivos se reduce desde el andlisis simple al del

intervalo compuesto (Staub et al., 1996; Moncada, 2003).

2.4.2. Marcadores moleculares, construcciébn de mapas genéticos y deteccion de
QTLs en yuca. Las técnicas usadas para seleccion asistida para caracteristicas
deseables en poblaciones segregantes involucran el uso de marcadores
moleculares tales como ADN polimorfico amplificado al azar (RAPDSs),
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPS),
microsatélites y marcadores de ADN basados en PCR, tales como fragmentos
amplificados de secuencias caracterizadas (SCARs), polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLPSs), entre otros. Grandes progresos han sido
obtenidos mediante el mapeo de muchos genes de importancia agricola usando
marcadores moleculares; estableciendo asi, procesos de seleccion asistida por
marcadores (MAS) (Mohan et al., 1997).

En yuca, el primer mapa molecular fue construido a partir de la segregacion de
132 RFLPs, 30 RAPDs, 3 SSRs, y 3 marcadores isoenzimaticos, utilizando una
poblacién F; obtenida mediante el cruce de dos parentales elite “TMS 30572 y
CM2177-2” procedentes de Nigeria y Colombia, respectivamente. El mapa
obtenido consta de 20 grupos de ligamiento que cubren 931.6 cM del genoma de
la yuca o un estimado de 60% del genoma (Fregene et al., 1997). Este estudio
adicionalmente permiti6 el disefio de marcadores, analisis de ligamiento y

comprensioén de la organizacion del genoma.

El constante desarrollo de marcadores moleculares ha permitido la saturacion del
mapa, los estudios realizados por Chavarriaga et al. (1998) lograron el aislamiento
y caracterizacion de 14 microsatélites que amplifican secuencias repetitivas de tipo
GA; posteriormente, desarrollaron 172 marcadores de tipo SSR a partir de

librerias genémicas (Mba et al., 2001).
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Constantes investigaciones dirigidas hacia la saturacibn del mapa han sido
desarrolladas. El mapa saturado por Mba et al. (2001), consiste de 239 RFLPs, 80
RAPDs, 7 SSR, 6 ESTs, 3 isoenzimas y 5 genes desconocidos, y segun
estimaciones parece estar saturado en un 80%. Posteriores trabajos han
contribuido hacia una mayor saturacion del mapa, la busqueda de QTLs y la

construccién de nuevos mapas usando familias F, (Zarate, 2002; Marin, 2002).

Los marcadores microsatélites o secuencias simples repetitivas (SSR) son los
marcadores elegidos para el mapeo genético y seleccion asistida por marcadores
en muchas especies. Un mapa de ligamiento basado en microsatélites fue
construido en la poblacion F, obtenida desde la autopolinizacion de K150
(genotipo obtenido del cruzamiento TMS 30572 x CM2177-2) usando 100
marcadores que cubren 1236.7 cM, distribuidos sobre 22 grupos de ligamiento con
una distancia promedio entre marcadores de 17.92 cM (Okogbenin et al., 2006).

En CIAT se han desarrollado diferentes investigaciones relacionadas con la
construccion de mapas y busqueda de QTLs asociados a caracteristicas de
interés usando la poblacion originada desde el cruzamiento TMS 30572 y CM
2177-2. Para el caso de la resistencia cuantitativa a la pudricion bacterial CBB,
estos parentales presentan caracteristicas de resistencia y susceptibilidad,
respectivamente; siendo la poblacién segregante una excelente poblacion para el
mapeo de QTLs que ejercen control sobre la resistencia a la enfermedad. Este fue
el primer reporte de andlisis de QTLs en yuca, donde se encontraron 8 QTLs
localizados sobre los grupos de ligamiento B, D, L, N y X de la estructura del mapa
derivada desde el parental femenino, y 4 QTLs sobre los grupos de ligamiento G y

C desde el parental masculino (Jorge et al., 2000).

Otras investigaciones fueron desarrolladas para identificar las regiones QTLs
relacionadas con la productividad, mediante datos de produccion y arquitectura de
la planta, QTLs primarios usando modelo simple, y QTLs secundarios mediante un

modelo de interaccion de QTL primario, fueron detectados mediante mapeo por
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intervalo. Un total de 30 QTLs primarios y 84 QTLs secundarios fueron detectados,
y los resultados en las correlaciones sugieren que los QTLs encontrados para
arquitectura de la planta pueden ser usados para mejorar la productividad. Asi
mismo, se realiz6 un andlisis genético para encontrar caracteristicas y regiones
QTLs asociadas al rendimiento temprano, encontrandose un total de 27 QTLs
controlando el rendimiento temprano, 2 para peso seco del follaje, 8 para indice
de cosecha y 17 para diametro de raiz (Okogbenin y Fregene, 2002; 2003).

2.4.3. Mejoramiento asistido por marcadores en la introgresion de caracteristicas
desde especies silvestres. El uso eficiente de la variabilidad genética disponible
en los genotipos silvestres depende de la habilidad para introgresar solamente los
segmentos de ADN deseables desde el germoplasma silvestre a las variedades
cultivadas. Los abundantes eventos de recombinacion pueden estar disponibles
para permitir la reduccion del ligamiento entre regiones del genoma con efectos

positivos y negativos para determinada caracteristica (Fulton et al.,1997).

Varias investigaciones han sido dirigidas hacia la cuantificacion de los niveles de
recombinacion que ocurren entre los genomas de las especies cultivadas y sus
silvestres relacionados a través de diferentes generaciones de retrocruzamiento
avanzado usando como principal herramienta los marcadores moleculares, en el
caso de tomate, la introgresion desde L. peruvianum al tomate cultivado mostré
niveles altos con respecto a los esperados, por cuanto las distancias genéticas
entre los dos parentales son muy amplias. Usando L. hirsutum como padre
donador y marcadores RFLPs se determind QTLs para caracteristicas de
importancia econdmica encontrandose que en un 20% de QTLs asociados a 12
caracteristicas, los alelos de L. hirsutum estaban asociados a caracteristicas
positivas desde el punto de vista del mejoramiento horticola (Fulton et al., 1997;
Bernacchi et al., 1998).
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El método de andlisis de caracteristicas cuantitativas en poblaciones de
retrocruzamiento “AB-QTLs: Advanced Backcross QTLS”, recientemente propuesto
por Tanskley y Nelson (1996) combina los andlisis de QTL con el desarrollo de
nuevas variedades, mediante la identificacion y transferencia de alelos QTLs con
efectos positivos desde una linea inadaptada donante, como especies silvestres,
dentro de genotipos élite establecidos, este método permite la reduccién de ciclos
de retrocruzamiento por cuanto durante el RC, y RC3 se realiza un proceso de
seleccion positiva dirigida hacia la introgresion de la caracteristica de interés, al
mismo tiempo que se realiza una seleccion negativa con el fin de reducir la
frecuencia de alelos deletéreos del donador. Es una importante estrategia que
puede ser usada para QTLs con accion aditiva, dominante, parcialmente

dominante y sobredominante.

La estrategia de analisis de QTLs en poblaciones de retrocruzamiento avanzado
permite detectar el verdadero valor y potencial genético del germoplasma silvestre,
puesto que usa la informacién fenotipica asociada con los métodos basados en
marcadores moleculares, por lo tanto, podria ser aplicado para explotar
eficientemente su variabilidad genética, asi lo han demostrado los estudios
realizados en tomate, en los cuales, la estrategia AB-QTL fue usada para
identificar loci para caracteristicas de rendimiento y otras caracteristicas
relacionadas con calidad del fruto en poblaciones derivadas de cruzamientos
interespecificos, logrando estimar en cada uno de los QTLS, los alelos del parental
donador y estimando adicionalmente sus efectos para las diferentes
caracteristicas (Fulton et al., 1997; Bernacchi et al., 1998, Monforte y Tanskley,
2000, Fulton et al., 2002; Frary et al., 2004).

En arroz, los estudios desarrollados han aportado similares resultados en la
introgresion de genes de interés a partir de Oryza rufipogon; las caracteristicas
fenotipicas evaluadas fueron rendimiento, componentes del rendimiento y
caracteristicas morfolégicas, encontrandose alelos del parental donador con

efectos positivos para QTLs asociados con el rendimiento y en algunos casos su
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ubicacion es similar a la encontrada en el arroz cultivado, lo cual sugiere que se
trata de regiones conservadas a través del genero Oryza; en cuanto a las
caracteristicas morfolégicas los alelos del parental silvestre mostraron gran
estabilidad, adicionalmente se encontré que para la mayoria de QTLs asociados
con la calidad de grano (especialmente contenido de amilosa y consistencia del
gel) el parental donador presentd alelos con efectos negativos, de acuerdo a los
objetivos del programa de mejoramiento. Por lo tanto, el conocimiento de las
regiones asociadas a efectos negativos sobre la calidad de grano seran requeridas
durante el desarrollo de variedades para rendimiento y componentes de
rendimiento en el proceso de introgresion, para mejorar la calidad de granos
podria ser usado el silvestre O. glaberrima, el cual contiene alelos con efectos
positivos para QTLs asociados a estas caracteristicas (Xiao et al., 1998,
Septiningsih et al., 2003, Thomson et al., 2003; Li et al., 2004).

En soya, la utlizacion de este método para el incremento del contenido de
proteina usando alelos de Glycine soja ha sido muy importante. En berenjena,
estudios similares han permitido introgresar alelos Utiles desde Solanum
linnaeanum (tiempo de floracion, nimero de flores y frutos, tamafio del caliz y fruto
satinado), al mismo tiempo que se contribuia al conocimiento de la conservacion
de la funcién de los genes durante la evolucion (Sebolt et al., 2000, Frary et al.,
2003).

Algunos avances de esta estrategia han sido mostrados en el desarrollo de lineas
isogénicas cercanas “NILs: Near Isogenic Line” para ser usadas en procesos de
mapeo fino con el fin de determinar el tipo de accion génica de los QTLs,
aditividad, dominancia y/o posibles interacciones epistasticas, especialmente para
los fragmentos introgresados ya sean de accion positiva 0 negativa, usando los
resultados en este Ultimo caso, como estrategia para romper el ligamiento
existente, adicionalmente representan lineas mejoradas con alto valor comercial
(Tanksley y Nelson, 1996; Fulton et al., 1997; Bernacchi et al., 1998; Monforte y

Tanskley, 2000). Estos resultados demuestran la aplicabilidad de la estrategia AB-
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QTL en la seleccion positiva y negativa durante el desarrollo de variedades
mejoradas usando procesos de introgresion desde especies silvestres y seleccion
asistida por marcadores.

30



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

La poblacién de la primera generacion de retrocruzamiento fue establecida in vitro,
mediante técnicas de rescate de embriones y de propagacion, se multiplicaron los
genotipos para finalmente establecer de 5 a 10 repeticiones. Posteriormente, la
poblacion vegetal fue establecida en una parcela experimental de CORPOICA-
Palmira en abril del aflo 2006. La evaluacién fenotipica fue realizada en el
Laboratorio de calidad de raices de yuca y los analisis moleculares fueron
realizados en el Laboratorio de genética de yuca, ubicados dentro de las
instalaciones del Centro Internacional de Agricultura Tropical, localizado en
Palmira, Valle del Cauca, a 1000 m.s.n.m., 3°31’ latitud norte, 76°20’ longitud

oeste.

3.2. MATERIAL VEGETAL

El parental resistente a deterioro fisiolégico post-cosecha (CW429-1) proviene del
cruzamiento interespecifico de M. esculenta (SM1521-10) y M. walkerae (MWal
001). La poblacion de hermanos medios (BIPD280: 252 individuos) usada en este
estudio fue generada mediante el policruzamiento del parental resistente CW429-1
y 8 genotipos élite usados como padres recurrentes susceptibles (MTAI8, CM523-
7, HMC-1, MCOL1505, MBRA337, MPER183, CM2772-3 y SM909-25). Se sigui6
el procedimiento de introgresion de caracteristicas deseables desde especies
silvestres mediante mejoramiento asistido por marcadores, estrategia conocida
como: “AB-QTLs, Advanced Backcross QTLs” (Figura 3).
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La familia B1PD280 podria ser considerada como el primer ciclo de
retrocruzamiento (F1RC;) debido a la presencia de genotipos élite de yuca
cultivada en el mismo lote de cruzamiento y el alto porcentaje de polinizacion
cruzada del cultivo. En las diferentes evaluaciones se utilizaron la poblacion
BIPD280, el parental resistente CW429-1 y dos parentales susceptibles
recurrentes (MTAI 8 y SM909-25).

X
1. Produccioén del hibrido ‘ ' ‘ ‘
inter-especifico

Cultivar Especie

Deseable Silvestre
(SM909-25)

(Mwal 001)
2. Retrocruzamiento ‘ ' ‘ '

Parental
(cw4291) 1 recurrente

X
3. Seleccidén de progenies ' ' ' ‘
tolerantes al DFP y mapeo de QTLs
FiRC1 Parental
(B1PD280) recurrente
) Cruzamiento con
y FiRC3 Usando MAS. mejorados

F1iRC2

Figura 3. Esquema modificado de la estrategia “AB-QTLs” en la introgresion de
caracteristicas deseables desde especies silvestres en yuca. El esquema muestra
la transferencia de regiones gendémicas desde el parental silvestre donante y el
proceso de seleccion dirigido a la obtencién de materiales mejorados (Tomado de
Blair et al., 2007).
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3.3. EVALUACION FENOTIPICA DEL DETERIORO FISIOLOGICO POST-
COSECHA

La evaluacién fenotipica fue realizada usando la metodologia desarrollada por

Wheatley et al. (1985) basado en trabajos previos en el CIAT. El detalle de ésta

metodologia se describe a continuacion:

1.

Se tomaron raices comerciales de tamafio medio, sin dafios mecanicos, ni

pudricién precosecha.

2. Se descartaron los extremos distal y proximal de las raices.

3. Se cubrio el lado distal de la raiz con una pelicula plastica para mantener la

humedad y evitar el inicio del DFP por esta superficie, dejando destapado el
extremo proximal.

Las raices fueron almacenadas en un lugar protegido del sol y la lluvia, pero
expuesto al aire libre a una temperatura media de 24°C.

Se hicieron cortes transversales a los 2, 4, 6, 8, 10, 12, y 14 cm a partir del
extremo proximal, para obtener un total de 7 secciones a evaluar.

Se asignaron valores numéricos de acuerdo a una escala de 0 a 10 a la
superficie proximal de cada corte, la escala usada se muestra en la Figura 4.

6 7 8 9 10

Figura 4. Cortes transversales de raices de yuca que muestran la escala de

evaluacion de DFP.
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La evaluacion fue realizada a 7 y 14 dias después de la cosecha. Los valores de la
escala de medicion corresponden a: 0 a 0% de la superficie deteriorada; 1 a 10%
de la superficie deteriorada; 2 a 20% y asi sucesivamente hasta 10 que
corresponde al 100% de la superficie deteriorada. Se considerd el area periférica
de los cortes transversales, ya que el centro de la raiz raramente se deteriora. Se

utilizaron 5 raices por genotipo en cada evaluacion.

3.4. EVALUACION DE CARACTERISTICAS ASOCIADAS AL NIVEL DE
INTROGRESION Y/O AL DFP

3.4.1. Evaluacion de materia seca. Para determinar el porcentaje de materia seca
(MS) en las raices se usaron muestras a 0 y 14 dias después de la cosecha; se
tomO una muestra de una seccion seleccionada al azar de cada raiz evaluada
para DFP por cada genotipo. Las secciones de raiz seleccionadas fueron lavadas
y posteriormente se les quitd la cascara (cascara externa y corteza), el
parénquima fue fragmentado en pequefios trozos, se peso la muestra fresca en
una balanza de precision, posteriormente fue secada en un horno a 60° C durante

dos dias y finalmente se registro el peso de la muestra en seco.

El porcentaje de materia seca fue calculada usando la formula sugerida por
Brainbrid et al. (1996):

Peso muestra seca (gr.)
MS (%) = *100
Peso muestra fresca (gr.)
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3.4.2. Contenido de humedad y estimacion de la pérdida de humedad. El
porcentaje de humedad de las raices fue estimado a partir de los datos de materia
seca, por lo tanto se usaron los datos del peso de la muestra inmediatamente
después de fragmentar el tejido e inmediatamente después de sacarlas del horno.
La perdida de humedad (DIFAGU) fue estimada mediante la diferencia del

contenido de humedad entre O y 14 ddc.

3.4.3. Determinacién cualitativa del nivel de escopoletina. La fluorescencia en las
secciones de cada raiz fue evaluada mediante una escala cualitativa de 1 a 3, se
realizé a 7 y 14 ddc. Las secciones se colocaron en una cabina oscura con luz
ultra violeta (365 nm) y se asignaron valores de la escala (Figura 5) de acuerdo a
la intensidad.

1=Bajo 2=Medio 3=Alto

Figura 5. Cortes transversales de raices de yuca que muestran la escala de

evaluacion del nivel cualitativo de escopoletina

3.4.4. Evaluacién de tipo de planta. Para la evaluacion del tipo de planta, se uso
una escala de 1 a 5 que fue establecida de acuerdo a la integracién de varios
aspectos importantes, como: la arquitectura de la planta, el vigor, el nivel de

ramificacion, la adecuada capacidad de producir estacas, la cantidad de follaje, la
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ausencia de enfermedades y la presencia de caracteristicas silvestres (CIAT,

2002). La escala usada fue:

1 = Plantas con buena arquitectura y vigor

2 = Plantas con arquitectura y vigor intermedio

3 = Plantas con buen vigor pero no buena arquitectura

4 = Plantas con vigor intermedio pero caracteristicas silvestres
5 = Plantas con bajo vigor y/o caracteristicas silvestres

3.4.5. Evaluacion forma, tamafo y caracteristicas generales de la raiz. Se realizo
una descripcion morfologica de las raices siguiendo la metodologia propuesta por
Goncalves y Guevara (1998) para forma de raiz, igualmente se determino el
tamafio de las raices, caracteristicas generales y presencia de pudricion al
momento de la evaluacion (7 y 14 ddc), usando parametros establecidos en este

estudio. Los parametros usados fueron los siguientes:

Forma de raiz Caracteristicas generales

1= Conica 1= Raices con caracteristicas de yuca
2= Conica cilindrica cultivada

3= Cilindrica 2= Raices con caracteristicas

4= Irregular silvestres

Tamafio de raiz Pudricion

1= Pequefa (diametro < 5 cm.) 0= Ausencia de pudriciéon

2= Mediana (diametro 5-8 cm.) 1= Susceptible a pudricion

3= Grande (diametro > 8 cm.)
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3.5. EVALUACION GENOTIPICA

3.5.1. Extraccion ADN. EI ADN de los 252 genotipos de la progenie y de los
parentales fue extraido usando el protocolo de Gilbertson—Dellaporta (Dellaporta
et al., 1983) con algunas modificaciones para yuca en microextraccion. El tejido
vegetal fue cosechado en sobres de papel y posteriormente secado a 60°C
durante 48 horas en un horno Blue MStabil. Una cantidad de tejido finamente
macerado (1-1.5 mg) fue depositado en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se adicionaron
800ul de solucion amortiguadora de extraccion (100 mM de Tris HCI pH 8.0, 50
mM de EDTA pH 8.0, 500 mM de NacCl, 1% de PVP y 0.07% de 3-Mercaptoetanol)
mas 50ul de SDS (20%). Después de homogenizar la suspension e incubar a
65°C por 15 min, mezclando por inversion cada 5 minutos, se adiciond 250ul de
acetato de potasio 5M frio (-20°C, pH 5.2), para precipitar las proteinas y restos
de tejido celular, por centrifugacién a 12000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
fue transferido a un nuevo tubo, y el ADN fue precipitado con 600ul de isopropanol
frio, mezclando por inversion e incubando a —20°C por 1 hora y centrifugando a
12000 rpm por 10 min. Finalmente se descartd el sobrenadante y se secaron los
tubos sobre toallas de papel. Para eliminar el ARN, se adicion6 RNAsa disuelta en
T10E1 en una proporcion de 2/100 (2 pl RNAsa: 100 ul TioE;). EI ADN se

resuspendi6 por calentamiento en bafio maria (65°C) por 10min.

3.5.2. Verificacién de calidad y cantidad de ADN. La evaluacion de la calidad del
ADN extraido fue realizada en geles de agarosa al 0.8% en TBE 0.5X, tefiidos con
bromuro de etidio (0.5ug/ml). El volumen de la muestra fue 10 pl (2ul de ADN, 5l
de agua HPLC y 3l de buffer de carga Blue Juice [0.25% de azul de bromofenol y
30% de glicerol en agua]). Las muestras se corrieron a 100 voltios durante 45
minutos. Los geles fueron observados bajo luz ultravioleta (UV) y fotografiados

usando una camara Polaroid/ UV 21-USA.
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El ADN, se cuantificé utilizando un fluorémetro DyNA Quant ™ 200, el cual estima
la cantidad de ADN mediante la coloracion con el reactivo Hoescht ® y buffer TNE
10X pH 7.4 (Tris Base 1M, EDTA-Na, 0.5M, NaCl 5M), y un estandar de

calibracién de ADN de timo de ternero, cuya concentracion es de 100 ng/ul.

3.5.3. Evaluaciéon usando marcadores microsatélites. Los datos genotipicos

fueron obtenidos mediante dos evaluaciones:

o Primera evaluacion: Con el objetivo de identificar loci SSR polimorficos se
utilizaron 6 individuos de la poblacion B1PD280, el parental resistente CW429-1 y
dos parentales susceptibles, TAl 8 y SM909-25. Se evaluaron 434 marcadores
microsatélites disefiados en previos estudios a partir de cDNA y ADN genomico
(170 EST-SSRY, 159 SSRY y 105 NS) (Mba et al., 2001; Fregene et al., 1997).

La reaccion de PCR fue establecida para un volumen final de 25 pL. El volumen
de MgCl,y agua HPLC fueron estimadas de acuerdo a la estandarizacion de cada

primer. La informacion detallada se muestra en el anexo A.

La amplificacion fue realizada usando el programa YUCADIV, con variaciones en
la temperatura de alineamiento. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un
termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc-USA) (anexo A).

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de acrilamida al 4%
(Acrilamida 40%, TBE 10X buffer, Urea 5M) en cémaras verticales de
electroforesis OWL (OWL Separation System. INC), el tiempo de corrida de
acuerdo al tamafio del producto de amplificacion, y posteriormente tincidon con

nitrato de plata.
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o Segunda evaluacion: Para esta evaluacion se empled toda la poblacion
BIPD280 y los marcadores microsatélites polimorficos que se identificaron en la

primera evaluacion.

3.6. LECTURA Y ANALISIS DE DATOS

3.6.1. Datos genotipicos. La lectura de las bandas se realizé considerando el tipo
de la poblacion, por lo tanto en una poblacién del primer ciclo de retrocruzamiento
la proporcién fenotipica y genotipica esperada es 1: 1; asi, la lectura fue realizada
de acuerdo a la presencia del alelo segregado por parte del parental resistente (H)
y la ausencia del mismo (A), siguiendo el método propuesto por Wu et al. (1992)
para mapeo de genomas poliploides basado en la segregacion de SDRF (Single-
Dose Restriction Fragments); para la ausencia de algunas de estas bandas o nula
amplificacion se representd con el simbolo ( - ) que significa dato perdido, los
datos se ingresaron en una matriz en un archivo Microsoft Excel texto y
posteriormente se realiz0 el andlisis de ligamiento y mapeo de QTLS, cuyo

proceso es descrito mas adelante.

3.6.2. Datos fenotipicos. Los resultados fenotipicos obtenidos fueron analizados
mediante estadisticos de tendencia central y varianza usando las funciones
estadisticas del programa Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA) y el software
minitab (Minitab, State College, PA). Se realizaron analisis de frecuencia con
numero de intervalos de amplitud constante. Adicionalmente se clasificaron con

respecto a los niveles ya establecidos para deterioro fisiologico, asi:

0-5% Altamente resistente
5-35% Medianamente resistente
35-65% Intermedio
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65-95% Susceptible
95-100% Altamente susceptible

Adicionalmente fueron desarrollados analisis de correlacion entre el DFP y
algunas caracteristicas que fueron evaluadas, como: nivel cualitativo de
escopoletina, tamafio de raiz, materia seca y otras caracteristicas de interés

agronémico.

3.6.3. Andlisis de ligamiento y deteccién de QTLs. Para la construccién del mapa
genético se desarrollo el analisis de ligamiento mediante el uso del software
MapDisto Version 1.7 Beta 132 para MS Windows (disponible en
http://www.mpl.ird.fr/~lorieux). El ligamiento es comprobado de acuerdo a las
diferencias estadisticas respecto a una segregacion esperada, en este caso, la de
una progenie de un retrocruzamiento, por lo tanto se realizd una prueba de chi-
cuadrado con el fin de verificar la segregacion de los marcadores usando el
comando Segregation X2S. Para la construccién del mapa de ligamiento se utilizo
un valor LOD (LOD score: Logarythm of Odd Distance) de 4.0, que significa que es
10.000 veces mas probable que los datos observados hayan sido obtenidos por un
ligamiento que por eventos aleatorios y una frecuencia de recombinacion (r) de
0.3, el valor r es usado como un indice de la distancia entre dos loci sobre un
cromosoma, por lo tanto valores altos (r: 0.5) sugieren la independencia de éstos
(Staub et al., 1996).

Posterior a la estimacion de las distancias, se determin6 el mejor orden de los loci
usando un LOD de 4.0 y un r < 0.25; para la verificacion final del orden de los
marcadores se realizé usando los comandos Boostrap order y Three point, este
ultimo comando permite verificar que el orden obtenido por el método de seriacién
es conforme al método de maximo de verosimilitud. Finalmente, la visualizacion

del mapa se realiz6 usando el comando Draw all sequences.
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Las distancias obtenidas son aditivas y permiten construir mapas mediante la
adicion de puntos, las unidades de distancia en el mapa de ligamiento se calculan
en centimorgan (cMs) con la funcion de Kosambi que asume presencia de

interferencia en los eventos de recombinaciéon (Kosambi, 1944; Liu, 1997).

El andlisis de regresion es un método de mapeo de QTLs, se basa en la
comparacién de las medias fenotipicas entre clases genotipicas de un solo
marcador, verificando la existencia de diferencias significativas entre la media
fenotipica de genotipos AA y Aa de un cruce, donde Ay a son alelos de un locus
marcador. Este es un método de correlacion lineal solo permite la deteccion del
QTL, pero no proporciona informacion sobre la frecuencia de recombinacion entre

el marcador y el QTL, es decir, su ubicacion en el genoma (Liu, 1997).

Para detectar la asociacion entre polimorfismos exhibidos por los marcadores
microsatélites con QTLs que controlan la respuesta al DFP, se realiz6 un andlisis
de marcador simple utlizando el software Windows QTL Cartographer
(WIinQTLCart) version 2.5 (Statistical Genetics, North Carolina State University,
USA).

El archivo de datos fue preparado en MapDisto con formato para WinQTLCart, al
final de la matriz de datos genotipicos se colocaron los datos fenotipicos
promedios de DFP (14 ddc) y MS (0ddc). Se realizaron analisis de marcador

simple usando la opcion Single Marker Analysis.

El analisis de marcador simple emplea regresion simple donde la variable
dependiente es el caracter cuantitativo y la variable independiente es el nUmero de
alelos en el locus marcador, dependiendo de la segregacion del individuo (Liu,
1997; Marin, 2002). Un QTL se declar6 significativo cuando la p<0.05 y el
resultado del coeficiente de determinacién (R? obtenido expresé la variacién

fenotipica explicada por la diferencia alélica del marcador.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION FENOTIPICA DEL DETERIORO FISIOLOGICO POST-
COSECHA (DFP)

4.1.1. Variabilidad fenotipica para DFP. Diferentes niveles de resistencia y
susceptibilidad al DFP fueron encontrados en la poblacion B1PD280. En la Figura
6a se muestra un caso de resistencia al DFP después de 14 dias de realizada la
cosecha (Genotipo B1PD280-29), en estas secciones no se observa ninguna
coloracion vascular, las raices permanecieron intactas. Visualizando las mismas
secciones en la camara de luz ultravioleta (360 nm) se observa un nivel normal de
escopoletina, metabolito secundario que se encuentra en mayores cantidades en
raices con DFP (Figura 6b). Los genotipos con diferentes niveles de
susceptibilidad al DFP mostraron la presencia de coloracion oscura en la region
periférica de la raiz (Figura 6¢) y alta acumulacion de escopoletina en las regiones
adyacentes a las zonas con DFP (Figura 6d), se muestra el caso del genotipo
B1PD280-69.

En estudios previos se han identificado los compuestos que estan involucrados
tanto en la presencia de la coloracion oscura de los vasos xilematicos como en la
fluorescencia bajo luz ultravioleta. Los factores evidentemente mas importantes
para el proceso de DFP son la presencia de oxigeno y la hidroxicumarina,
escopoletina; al parecer la coloracién oscura resulta de la oxidacion de la
escopoletina por una peroxidasa especifica generando un compuesto del cual aun
se desconoce su estructura; adicionalmente se presenta un incremento en la
cantidad de escopoletina lo que permite su visualizacién bajo luz ultravioleta

debido a su fluorescencia (Wheatley y Schwabe, 1985; Reilly et al., 2003)
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Figura 6. Respuesta de las raices de la poblacion B1PD280 al DFP en la
evaluacién a 14 ddc. a) resistencia del genotipo B1PD280-29 al DFP; b) raices del
genotipo B1PD280-29 bajo luz ultravioleta; c) susceptibilidad del genotipo
B1PD280-69 al DFP, se observa el resquebrajamiento y coloracion oscura de la
raiz; d) raices del genotipo B1PD280-69 bajo luz ultravioleta, se observa el alto

nivel de fluorescencia.

Todos los compuestos fluorescentes que han sido identificados asociados al DFP
son hidroxicumarinas como escopolina, esculina, escopoletina y esculetina, siendo
la cantidad de escopoletina la mas alta durante el proceso de DFP (Tanaka et al.,
1983, Buschmann et al., 2000a). Aun no se conoce por completo la funcion de
estos compuestos, sin embargo Rodriguez et al.,, (2000) sugirieron que la
escopoletina presenta actividad antimicrobial, por cuanto su produccion se

presenta en respuesta a las heridas causadas en las raices como método de
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prevenciéon del deterioro microbiano, sin embargo su posterior oxidacién genera

los sintomas del DFP.

Las Figuras 6¢c y 6d muestran claramente los sintomas mas comunes del DFP. En
etapas iniciales del DFP hay una acumulacion de escopoletina en los haces
xilematicos, posteriormente se presenta el proceso oxidativo generando los
sintomas visibles de DFP (Figura 6¢) y las cantidades de escopoletina que se
estan produciendo son acumuladas en regiones adyacentes, particularmente en
las células parenquiméaticas (Figura 6d). Por esta razén dentro de los métodos de
prevencion que proponen Wheatley y Schwabe (1985) estan la reduccion interna
de escopoletina, mediante la disminucion y/o inhibicion completa del precursor de
la escopoletina o inactivacion del sistema enzimatico, o ausencia de uno de los

factores involucrados en la oxidacion primaria (O5).

El comportamiento de los genotipos resistentes encontrado sugiere que algunos
procesos fisioldgicos y/o bioquimicos que normalmente se presentan después de
la cosecha en presencia de oxigeno estan siendo inhibidos. Los diferentes niveles
de DFP entre genotipos se debe a las cantidades de escopoletina que son

sintetizadas como lo sugieren Buschmann et al. (2000a,b).

En la evaluacion de los parentales, el parental resistente CW429-1 y el parental
susceptible SM909-25 mostraron valores de DFP similares en las evaluaciones a 7
y 14 ddc, 0 (ds: 0) y 76.7% de DFP (ds: 2.5), respectivamente. Sin embargo el
parental susceptible MTAI8 mostré un incremento de DFP pasando de 41.7 (ds:
2.16) a 77.5% de DFP a 14ddc (ds: 1.5).

En la progenie B1PD280, se observé una gran variabilidad en los niveles de DFP,
el porcentaje de deterioro fisiolégico que presentd en promedio la poblacién fue
30.5 y 39.1% de DFP, en la evaluacion a 7 y 14 ddc, respectivamente; valores
considerablemente menores con respecto a los parentales recurrentes evaluados.

La alta variabilidad se refleja en los altos valores de desviacibn estandar
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encontrados, propios de una poblacion segregante (ds: 25.44 y 30.64, para las

evaluaciones a 7 y 14 ddc, respectivamente).

En la Figura 7, se muestran los valores promedio de DFP en las evaluaciones de 7
y 14 ddc de los parentales y la poblacion B1PD280. En la evaluacion a 7 ddc se
observa que el porcentaje promedio de DFP de la poblacién B1PD280 fue un 11y
45% menor con respecto a los parentales susceptibles, MTAI8 y SM909-25,
respectivamente. En cuanto a la evaluacion a 14 ddc, la poblacion B1PD280
presento valores promedios de DFP con una reduccion del 38% con respecto a lo

obtenido en los parentales recurrentes evaluados (MTAI8 y SM909-25).
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Figura 7. Porcentaje promedio de DFP de la familia B1PD280, el parental
resistente CW429-1, y los parentales susceptibles MTAI8 y SM909-25 en las
evaluaciones a 7 y 14 ddc. Menor promedio de DFP fue establecido en la familia

B1PD280 con respecto a los parentales susceptibles en las dos evaluaciones.

Segun el analisis de frecuencia, se observd una amplia variabilidad en el
porcentaje de DFP con una distribucion continua propio de caracteres
cuantitativos, la poblacién B1PD280 en la evaluacién a 7 ddc mostré una mayor
frecuencia de genotipos con presencia de porcentaje DFP por debajo de 40%

(Figura 8a). En la evaluacion a 14 ddc, se observé una reduccién de 16% de
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genotipos con niveles intermedios de resistencia al DFP (5-35%) con respecto a lo
encontrado en la evaluacion a los 7ddc; sin embargo, la cantidad de genotipos
altamente resistentes se mantiene constante (alrededor del 20% de los genotipos),
siendo éstos los posibles parentales para formar el siguiente ciclo de

retrocruzamiento F,RC; (Figura 8b).
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Figura 8. Histograma para el porcentaje promedio de DFP x genotipo de la

poblacién B1PD280. a) distribucion asimétrica de la poblacion B1PD280 hacia
menor porcentaje de DFP en la evaluacion a 7 ddc. b) frecuencia de genotipos

altamente resistentes (0% de DFP) se conserva en la evaluacion a 14 ddc.

La distribucion asimétrica observada en las dos evaluaciones podria ser explicada
por la estructura genética de la poblacion, por cuanto se trata del primer ciclo de
retrocruzamiento con presencia de un alto porcentaje de genoma del parental
donante (CW429-1). El incremento de genotipos con niveles superiores de DFP en
la evaluacion a 14ddc, aumenté también el promedio general de DFP de la
poblacién desde 30.5% en la evaluacion a 7ddc a 39.1% de DFP en la evaluacion
a l4ddc. Esta variacion a través del tiempo ha sido también reportada por Reilly et
al. (2003) y Cuambe (2007).

De acuerdo a la escala del nivel de DFP establecido en yuca, se encontré que un
20% de genotipos son altamente resistentes (0-5% de DFP), este porcentaje se

mantiene casi constante en la evaluacion a 7 y 14 ddc (Figura 9).

46



50

m 7 DDC 14 DDC
45

40

35

30

25 +—— — —

20 +—— - - - -

15 +—— - - - -

10 +—— - - - - - -

5 | . |
o I

<5% 5-35% 35-65% 65-95% >95%
% DFP

N2IND

Figura 9. Frecuencia de genotipos de la poblacion B1PD280 usando niveles de
DFP establecidos en yuca en las evaluaciones a 7 y 14 ddc. 0-5%: Altamente
resistente, 5-35%: Medianamente resistente, 35-65%: Intermedio, 65-95%:
Susceptible, 95-100%: Altamente susceptible.

En la evaluacion a 7 ddc se encontr6 un 43% de genotipos medianamente
resistentes (5-35% de DFP), un 23% con una respuesta intermedia (35-65% de
DFP ), y un 9 y 2% susceptibles (65-95% de DFP) y altamente susceptibles (95-
100% de DFP), respectivamente. En cuanto a la evaluacion a 14 ddc se
encontraron 27% de genotipos medianamente resistentes, un 29% de genotipos
con un nivel intermedio, y un 18 y 5% de genotipos entre mediana y altamente

susceptibles, respectivamente.

La cantidad de genotipos con alto grado de resistencia se mantuvd incluso
después de 14 ddc. Los genotipos con un nivel medio de resistencia exhibieron un
mayor porcentaje de DFP a 14 ddc, esto significa que un nivel medio de
resistencia retrasa parcialmente el progreso del DFP, sin embargo el proceso no
puede ser inhibido por completo como ocurre en los genotipos altamente

resistentes, los cuales en ninguna de las evaluaciones presentaron sintomas.
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Los resultados muestran la evidente transferencia y/o permanencia de los genes
gue confieren resistencia al DFP, puesto que ademas de encontrar en la poblacion
B1PD280 un porcentaje promedio de DFP inferior con respecto a los parentales
recurrentes, se observd asimetria con un desplazamiento hacia los menores
valores de DFP tanto en la evaluacion a 7 como a 14 ddc. El porcentaje de
genotipos resistentes (20% de genotipos) encontrado en este estudio es
significativamente alto considerando las dificultades del cultivo asociadas
especialmente con su alta carga genética y heterocigosidad (Fregene et al., 2001).

Caracteristicas como el menor tamafio de raiz y/o bajo nimero de raices por
planta también fueron encontradas en la poblacion B1PD280, por lo cual algunos
genotipos se evaluaron solamente una vez ya sea a 7 (16 genotipos) o 14 ddc (68
genotipos). La Figura 10 muestra las frecuencias obtenidas para estos genotipos.
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Figura 10. Frecuencia de genotipos de la poblacion B1PD280 evaluados a 7 o0 14
ddc segun niveles de DFP establecidos. 0-5%: Altamente resistente, 5-35%:
Medianamente resistente, 35-65%: Intermedio, 65-95%: Susceptible, 95-100%:

Altamente susceptible.

En la evaluacion a 7 ddc se observa un 50% de genotipos medianamente

resistentes, porcentaje menor al 25% de genotipos se encontré para el resto de
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niveles y ausencia de genotipos altamente susceptibles. En la evaluacion a 14
ddc se observa un rango porcentual entre 25-38% de genotipos con niveles
intermedios de DFP (5-35, 35-65% de DFP), los niveles entre 65-100% de DFP
presentaron un porcentaje menor al 20% de genotipos. En las dos evaluaciones se
encontro alrededor de un 19% de genotipos altamente resistentes, sin embargo
este valor solamente corresponde a una evaluacion, por lo tanto se hace

necesario una nueva evaluacion que permita su verificacion.

4.1.2. Respuesta al DFP a través de la raiz. Usando promedios generales a
través de las siete secciones evaluadas enumeradas desde secl (seccidon ubicada
en el extremo proximal) hasta llegar al extremo distal, sec7; se observo que la
poblacion B1PD280 presentd una reduccion alrededor de 27% de DFP con
respecto al parental susceptible MTAI8 a través de las secciones 1 a 5, las
posteriores secciones (sec6-7) presentaron un 10% de reduccién de DFP. Con
respecto al parental SM909-25 se observé una reduccion alrededor del 45% de
DFP a lo largo de las secciones 1 a 6, la ultima seccidon (sec7) mostré una

reduccion de tan solo 5% de DFP.

En la Figura 11, se observa claramente como el parental resistente aunque exhibié
sintomas en el area expuesta al aire, no presentd sintomas en las secciones
posteriores. Por su parte, los parentales recurrentes al igual que el promedio de la
poblacién B1PD280 mostraron que el proceso de deterioro inicido en el extremo
proximal o seccion que tiene contacto con el oxigeno y posteriormente sufrio una
reduccion a medida que se desplazd hacia el extremo distal, el cual se

encuentraba cubierto.
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Figura 11. Comportamiento del porcentaje promedio de DFP a través de las
secciones evaluadas (Secl-Sec7). Una evidente reduccion de DFP a traves de la
raiz estuvo presente en la poblacion B1PD280 con respecto a los parentales

susceptibles.

Se realizaron andlisis similares utilizando la escala de niveles de DFP. En la
Figura 12a se muestran los resultados de la evaluacion a 7 ddc, se observa que
los genotipos altamente resistentes (<5% de DFP) aunque mostraron un bajo
porcentaje de deterioro en las primeras dos secciones (3% de DFP), no
presentaron sintomas de DFP en las secciones subsiguientes (sec3-sec7). Por su
parte las raices de genotipos con nivel intermedio de DFP presentaron sintomas
tipicos en el extremo expuesto al aire (secl), observandose una reduccion
progresiva de sintomas a medida que se desplaza hacia el extremo distal, el cual
se encuentra cubierto. Los genotipos altamente susceptibles presentaron valores
de DFP homogéneos (100% de DFP) a través de la raiz. Una posible explicacion
de estos resultados seria la existencia de un mecanismo de reparacion de tejidos
rapida como respuesta a la lesién en genotipos con resistencia al DFP. La rapida
cicatrizacion de tejidos expuestos al oxigeno evita que el proceso continue através
de toda la raiz, al tiempo que puede iniciar un estado de latencia que

probablemente estaria controlado por los genes presentes en M. walkerae.
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Aunque la informacidn con respecto a los genes involucrados es aun desconocida,
el fenomeno de resistencia presente en esta especie silvestre fue previamente

descrito por Rogers y Appan (1973).

Beeching et al. (1999), afirmaron que en los genotipos susceptibles no ocurren
procesos de reparacion, aunque todos los elementos metabdlicos para una
respuesta normal a lesiones estan presentes en las raices no hay una adecuada
regeneraciéon de los tejidos lesionados. Por lo tanto, una cascada de respuestas
bioquimicas a la lesién resulta finalmente en el deterioro fisiol6gico postcosecha.

En la evaluacion a los 14 ddc, se encontraron resultados similares aunque los
genotipos mediana y altamente susceptibles presentaron adicionalmente
susceptibilidad al deterioro microbiano, siendo posible evaluar de 4 a 6 secciones
solamente (Figura 12b). Sin embargo, se observd claramente el mismo
comportamiento de reduccion gradual a través de la raiz de los genotipos con
resistencia al DFP(<5%) y tolerantes (5-35, 35-65% de DFP), fenomeno que no se
presentd en los genotipos altamente susceptibles, los cuales presentaron niveles
similares de sintomas de DFP a través de todas las secciones de la raiz (100% de
DFP).
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Figura 12. Comportamiento del porcentaje promedio de DFP a través de las
secciones evaluadas de la poblacion B1PD280 segun niveles de DFP
establecidos. a) muestra el comportamiento en la evaluacion a 7 ddc. b) muestra
el comportamiento en la evaluacion a 14 ddc.
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En el anadlisis de varianza dentro de los niveles de DFP establecidos se observo
un rango de desviacion estandar relativamente bajo (0-8.5 en la evaluacion a 7ddc
y 1-9.2 para la evaluacion a 14ddc). Por su parte los valores de desviacion
estandar obtenidos entre niveles de DFP establecidos fueron considerablemente
altos (39.5 y 40.2, en las evaluaciones a 7 y 14 ddc, respectivamente). Estos
valores muestran la confiabilidad que se puede obtener al establecer niveles de
resistencia al DFP como estrategia de seleccion.

4.1.3. Relacién del DFP con el contenido de materia seca y pérdida de humedad.
En el cuadro 1, se muestran los coeficientes de correlacion obtenidos entre la
respuesta al DFP (14 ddc) y otras caracteristicas de interés. Respecto a la relacion
del porcentaje DFP con el contenido de MS se encontraron coeficientes de
correlacion de 0.288 y 0.521 con MS a 0 y 14 ddc, respectivamente (p<0.001).
Resultados similares fueron reportados previamente por Ojulong et al. (2007), en
su estudio sobre caracteristicas relacionadas con el rendimiento y algunas
respuestas a estres hidtico sobre 627 genotipos de yuca evaluados en CIAT-
Palmira. Ellos encontraron una correlacion positiva entre el contenido de materia
seca y la respuesta al DFP (0.19, p<0.001), aunque su reporte presenta un menor
valor de correlacion comparado con este estudio su nivel de significancia es
considerablemente alto. En el trabajo realizado por Chavez et al. (2005) sobre una
poblacién de 2457 genotipos de yuca, encontraron igualmente una correlacion
positiva (0.348, p<0.01); los estudios realizados por Jennings y Hershey (1985);
Van Oirschot et al. (2000) también reportaron correlacion positiva entre estas dos

caracteristicas.

Esta es una desafortunada situacién por cuanto los procesos de mejoramiento no
solamente estan enfocados a la busqueda de genotipos con una caracteristica
deseable sino con varias caracteristicas que puedan satisfacer las necesidades de
los productores, la industria y/o los consumidores. La correlacion positiva

encontrada entre DFP y contenido de MS, es por lo tanto un gran limitante debido
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a que uno de los objetivos de un proyecto de mejoramiento es la obtencion de
variedades con alto contenido de materia seca, pero a la vez resistentes al DFP.

Analisis similares fueron realizados con los datos de la evaluaciéon a 7 ddc. Los

resultados fueron semejantes y se muestran en el anexo B.

Cuadro 1. Correlacién entre porcentaje de DFP en la evaluacién a 14 ddc y otras

caracteristicas relevantes en yuca.

DFP ESC MSO MS14
ESC 0,523**
MSO 0,288** 0,114
MS14 0,521** 0,262* 0,446**
DIFAGU -0,264* -0,149 0,366** -0,673**

** indica correlacion entre las caracteristicas a p<0.001, * indica correlacion entre las
caracteristicas p<0.01. DFP: deterioro fisioldgico post-cosecha, ESC: escopoletina, MSO:
materia seca 0 ddc, MS14: materia seca 14 ddc, DIFAGU: pérdida del contenido de
humedad.

Se encontraron correlaciones positivas entre MSO y, MS14 y DIFAGU con valores
de p significativos (0.446 y 0.366, respectivamente. p<0.001), por cuanto son
caracteristicas estrechamente asociadas. Un valor negativo y altamente
significativo fue encontrado entre MS14 y DIFAGU (-0,673), una posible
explicacion es que las raices que presentan acelerada deshidratacion muestran
normalmente mayor contenido de materia seca a 14ddc. Aunque con menor valor
de significancia, también se encontr6 una correlacidon negativa entre DFP y
DIFAGU (-0,264, p<0.01).

El valor de DIFAGU fue obtenido mediante la diferencia de la MS a 0 y 14 ddc, la
correlacién negativa encontrada entre el DFP y DIFAGU sugiere que los genotipos
gue presentan mayor pérdida de humedad (expresada en valores negativos)
presentan mayor susceptibilidad al DFP, lo que esta de acuerdo con la correlacién

encontrada entre MS y DFP.
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Utilizando los niveles de DFP establecidos y los datos de DFP, MS y DIFAGU, se
observé diferencias significativas (p<0.001) en el contenido de materia seca (MSO
y MS14) entre los diferentes niveles de DFP, igualmente, aunque con menor
significancia (p<0.05) entre valores de DIFAGU entre los niveles establecidos de
DFP, los resultados se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Promedios de porcentaje de DFP (14ddc), MS (0 y 14ddc) y DIFAGU.
Se muestran los datos segun niveles de DFP establecidos, parentales recurrentes
(SM909-25 y MTAI8) y parental donante (CW429-1).

DFP MSO MS14 DIFAGU
Nivel DFP (%) (%) (%) (%)
<5 0,4* 35,0% 37,2%* -1,2%
5-35 20,0%* 38,8%* 42,1% -3,3*
35 - 65 50,5+ 40,9%* 45,9% -4,3*
65 — 95 75,6% 42,8% 48,5% 5,7
> 95 99,5% 38,1% 52,9%* -12,9*
TAIS 77,5 39,8 . i
SM909-25 77,3 41,0 46,0 5,0
CW429-1 0 35,3 39,3 -4,0

** p<0.001, * p<0.05. DFP: deterioro fisiologico post-cosecha, MS0O: materia seca 0 ddc,
MS14: materia seca 14 ddc, DIFAGU: pérdida del contenido de humedad.

En todos los niveles de DFP se observo un incremento en el porcentaje de MS
desde 0 a 14 ddc, desde 1.4% de MS en genotipos altamente resistentes (<5% de
DFP), alrededor de 5% de MS en genotipos con respuesta intermedia al DFP y un
considerable incremento (14.8% de MS) en genotipos altamente susceptibles
(>95% de DFP), fenbmeno que se traduce en mayor pérdida de humedad en estos

genotipos.

El promedio de MS14 fue menor en genotipos resistentes (37.2% de MS)
comparado con los genotipos altamente susceptibles (52.9%). En cuanto a los
valores de MSO hay incremento desde 35.9% de MS en genotipos resistentes a
42.8% en genotipos susceptibles (65-95% de DFP), sin embargo los genotipos

altamente susceptibles presentaron un menor valor promedio (38.1% de MS). Los
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valores de DIFAGU también mostraron un incremento pasando de -1.2% en

genotipos resistentes hasta -12.9% en genotipos altamente susceptibles.

Con respecto a los promedios de los parentales se observé que los genotipos
susceptibles presentaron un contenido de MS a 0 ddc similar (por encima de 38%
de MS) a los parentales susceptibles (MTAI8 y SM909-25), los genotipos con
resistencia al DFP presentaron 35% de MS al igual que el parental resistente
(CW429-1). En cuanto a MS14 los genotipos susceptibles presentaron mayor
contenido que el parental SM909-25 (46% de MS), por su parte los genotipos y
parentales resistentes presentaron porcentajes similares de MS (menor a 40% de
MS), mostrando un incremento de MS desde 0 a 14 ddc entre 1 y 4% de MS. Los
genotipos altamente susceptibles presentaron mayor valor de MS (14.8% de MS
comparado con 4% en SM909-25) y mayor pérdida de humedad (-12.9% de
DIFAGU) incluso mayor al parental susceptible SM909-25 (-4%).

La Figura 13 muestra la dispersion tridimensional obtenida usando los datos de
DFP, DIFAGU y MS0. Se observa que los genotipos con menor contenido de
materia seca y menor pérdida de humedad presentaron mayor grado de
resistencia al DFP; por el contrario, los genotipos que presentaron niveles desde
intermedios a susceptibles al DFP mostraron mayor contenido de materia seca y

una pérdida elevada de humedad.

La respuesta que presentaron los genotipos resistentes al DFP podria ser
explicada por una posible cicatrizacion de tejidos expuestos al ambiente, evitando
asi la pérdida de humedad durante el periodo de almacenamiento y progreso del
proceso de DFP a través de la raiz, esta hipétesis esta apoyada en lo reportado
por Beeching et al. (1999), quienes afirman que el DFP responde a una cascada
de respuestas a la lesion, las cuales normalmente son inhibidas con procesos de
reparacion o cicatrizacion de la lesidén; generalmente las respuestas de DFP
relacionadas con procesos oxidativos (Reilly et al.,2003). De igual forma una

posible iniciacion del proceso de latencia puede presentarse en los genotipos
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resistentes, caracteristica ha sido descrita por Rogers y Appan (1973) en el

parental silvestre (M. walkerae).

ESC_DFP
DFP 0-5
DFP 35-55
DFP 5-35
DFP 65-35
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Figura 13. Relacion del porcentaje de DFP en la evaluacion a 14 ddc, DIFAGU y
MS a 0 ddc. La dispersion tridimensional muestra que los genotipos con menor
contenido de materia seca y menor pérdida de humedad presentaron mayor grado

de resistencia al DFP.

4.1.4. Relacion del DFP con el contenido de escopoletina. Se determiné un
coeficiente de correlacion de 0.389 y 0.523 (p>0.001) correspondiente a una
correlacién positiva entre la respuesta al DFP y el contenido de escopoletina
promedio para la evaluacion a 7 y 14 ddc, respectivamente. Estudios previos han
establecido que la presencia de escopoletina asi como el oxigeno son factores
indispensables para que el proceso de DFP se presente (Wheatley y Schwabe,
1985). A pesar de que este compuesto se encuentra normalmente en raices
frescas de yuca, el DFP induce un drastico incremento a cantidades elevadas que
hacen posible su visualizacion bajo luz ultravioleta. Las raices resistentes al DFP

acumulan menos escopoletina que las raices susceptibles (Buschmann et al.,
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2000a,b; Rickard, 1982; Wheatley, 1982). En la Figura 14 se ilustra que el mayor
contenido de escopoletina se encuentra en los genotipos moderada y altamente
susceptibles.

3,5

ESCOPOLETINA

DFP 0-5 DFP 5-35 DFP 35-65 DFP 65-95 DFP 95-100

DFP

Figura 14. Nivel promedio de escopoletina segun niveles de DFP establecidos en

la evaluacion a 14 ddc.

4.1.5. Relacion del DFP vy caracteristicas de interés agronomico. Las
caracteristicas de interés agronémico evaluadas fueron: tamarfo de la raiz (TAM),
caracteristicas generales de la raiz (C.GEN), forma de la raiz (FORM), presencia o
ausencia de pudricion (PUD), promedio de raices por planta (PROD) y tipo de
planta (TIPP). En todas estas caracteristicas la poblacion B1PD280 presento
valores intermedios entre los parentales susceptibles cultivados (MTAI8 y SM909-
25) y el hibrido interespecifico (CW429-1) (esta informacion se encuentra
posteriormente detallada). No se encontré ninguna correlacion con el DFP. Los

resultados se observan en el cuadro 5.
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Cuadro 3. Correlacién entre porcentaje de DFP en la evaluacion a 14 ddc y

caracteristicas de interés agronémico.

DFP TAM C.GEN MSO
TAM -0,163
C.GEN 0,010 -0,114
PUD -0,070 0,314** -0,069 -0,309**

** p<0.001, * p<0.01. DFP: deterioro fisioldgico post-cosecha, TAM: tamafio de la raiz,
C.GEN: caracteristicas generales de las raices, PUD: pudricion.

Se determiné correlaciones entre PUD encontrada en el momento de evaluacion y
TAM, encontrandose un valor positivo altamente significativo (0,314, p< 0.001), lo
cual indica que las raices con mayor diametro son mas susceptibles a la pudricion
microbiana, ya que presentan mayor superficie de contacto. Igualmente se
encontrd correlacion negativa altamente significativa entre PUD y MSO (-0,309, p<
0.001), lo cual sugiere que alto contenido de humedad en las raices crea un
ambiente propicio para el crecimiento de microorganismos entre otros probables

factores genéticos que podrian estar asociados a este evento.

Ninguna de las caracteristicas mostro diferencias significativas entre los
promedios para los niveles de DFP establecidos, tampoco se observd un
comportamiento especial asociado al DFP, indicando que no existe ninguna
correlacidon entre estas caracteristicas y el DFP. En el cuadro 4 se muestran los
valores promedio de las caracteristicas agronomicas segun los niveles de DFP
establecidos y los valores en los parentales, claramente se observa que TAM, y
C.GEN presentan valores intermedios y en su mayoria tendientes al promedio de
los parentales recurrentes, asi la poblaciéon B1PD280 presento raices de tamarfio
mediano (categoria 2) y con caracteristicas generales de la raiz similares a la yuca
cultivada (categoria 1). En cuanto a FORM se observaron datos muy variables
(entre 2-3 segun categorias establecidas) y con bajo nivel de pudricion (en todos

los niveles tendiendo a 0).

58



Cuadro 4. Promedios de las caracteristicas agronémicas evaluadas segun niveles
de DFP establecidos, parentales recurrentes (SM909-25 y MTAI8) y parental
donante (CW429-1).

Nivel DFP E()(;)l):) TAM C.GEN FORM PUD PROD TIPP
<5 0,4** 1,8 1,0 2,3 0,2 4,8 3,3
5-35 20,0** 1,9 11 2,5 0,3 4,0 3,4
35-65 50,5** 15 11 3,1 0,2 4,2 3,2
65— 95 75,6%* 15 11 2,6 0,2 4,8 2,6
> 95 99,5** 15 1,0 3,4 0,2 4,6 3,7
TAI8 77,5 2 1 2 1 4,5 1
SM909-25 77,3 2 1 2 1 12,5 1
CW429-1 0 1 2 4 0 3,5 4

** p<0.001, DFP: deterioro fisiolégico post-cosecha, TAM: tamafio de la raiz, C.GEN:
caracteristicas generales, FORM: forma de la raiz, PUD: pudricién, PROD: promedio de
raices por planta, TIPP: tipo de planta.

La caracteristica TIPP se vio profundamente afectada, se observaron valores
alrededor de 3 segun escala de categorias indicando que la poblaciéon B1PD280
presentd vigor entre intermedio y bajo, y presencia de caracteristicas silvestres.
Estos resultados sugieren la posible presencia de genes con efectos negativos
sobre esta caracteristica, por cuanto es una caracteristica ausente en los
parentales recurrentes y mejorados (SM909-25 y MTAI8), y evidentemente
provienen desde el parental silvestre. Este tipo de resultados son comunes en
procesos de introgresion desde especies silvestres. La mayoria de la poblacion
B1PD280 exhibié vigor entre intermedio y bajo, y presencia de caracteristicas
silvestres tales como: baja altura de la primera ramificacion, ramificaciones
escasas, largas y débiles, caracteristicas de Manihot walkerae reportadas por

Rogers y Appan (1973).

En PROD se observé un promedio de 4 raices/planta similar a lo producido por el
parental resistente (CW429-1) y considerablemente menor con respecto a SM909-
25 (12 raices/planta), sin embargo la produccién del parental susceptible MTAI8 es

también baja (4.5 raices/planta); por lo tanto no solamente efectos genéticos
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desde el parental silvestre pudieron haber influido sobre esta caracteristica

cuantitativa.

Los analisis de frecuencia realizados utilizando las caracteristicas agronémicas
evaluadas se muestran en la Figura 15. En la caracteristica C.GEN se observé
gue 93% de los genotipos de la poblacion B1PD280 presentaron la categoria
numerica 1 indicando que las raices presentan caracteristicas de yuca cultivada,
una pequeia cantidad de genotipos presentan raices con caracteristicas silvestres
similares a las encontradas en el parental donante (categoria 2).
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Figura 15. Frecuencia obtenida en la poblacion B1PD280 para C.GEN, FORM,

TIPP y TAM segun categorias establecidas para cada caracteristica.

En cuanto FORM, la mayor frecuencia se encuentra en la categoria 4 (47% de los
genotipos), por lo tanto la mayoria de genotipos presentaron raices con forma
irregular, caracteristica presente en el parental donante, un 19% de la poblacién
presentd raices con forma coénica—cilindrica (categoria 2) como los parentales
recurrentes, 13y 19% de genotipos presentaron categorias asociadas como forma

cilidrica (categoria 3) y forma cénica (categoria 1), respectivamente.
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Con respecto a TIPP tambien se observd que las categorias que presentan
caracteristicas asociadas al parental donante presentaron mayor frecuencia, el
31% fueron genotipos con buen vigor pero no buena arquitectura (categoria 3), el
21% de la poblacion correspondié a plantas con vigor intermedio pero
caracteristicas silvestres (categoria 4), el 21% de de genotipos presentaron bajo
vigor y/o caracteristicas silvestres (categoria 5) similares al parental donante
(CW429-1), tan solo el 7% de genotipos presentaron buena arquitectura y vigor
(categoria 1) y 18% presentaron arquitectura y vigor intermedio (categoria 2).

Para la variable TAM, se encontraron frecuencias similares entre las categorias de
raices pequefias (categoria 1, diametro < 5 cm.) y medianas (categoria 2, diametro
5-8 cm.), presentando valores alrededor del 45% de la poblacion, una
segregacion cercana al 1:1 entre la categoria del parental donante y la de los
parentales recurrentes; encontrandose ademas una baja frecuencia de genotipos
(6.7% de la poblacion) con raices de gran tamafo (categoria 3, diametro > 8 cm.).
Esta caracteristica no fue afectada por la presencia de genes con efectos
negativos provenientes del parental donante. No se observo relacion del TAM con

el DFP, lo cual favorece los procesos de mejoramiento.

En la Figura 16 se muestra la frecuencia obtenida para las caracteristicas PUD y
PROD. En la caracteristica PUD, un 79% de la poblacién no presentd pudricion
(categoria 0) y se encontr6 una menor cantidad de genotipos con susceptibilidad a
pudricion microbiana (21% de genotipos), que como se discutié anteriormente
estuvo asociada al porcentaje de humedad y al tamafio de la raiz. Por su parte, el
promedio de PROD en general fue bajo (4 raices/planta), el histograma muestra
una curva normal continua, propia de una caracteristica cuantitativa con una

variacion entre 1- 9 raices/planta.
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Figura 16. Frecuencia obtenida en la poblacion B1PD280 para PUD segun

categorias establecidas y PROD (histograma).

Los resultados encontrados se ajustan a lo reportado en la introgresion desde
especies silvestres en otros cultivos (Fulton et al., 1997; Bernacchi et al., 1998,
Monforte y Tanskley, 2000, Fulton et al., 2002; Frary et al., 2004, Xiao et al., 1998,
Septiningsih et al., 2003, Thomson et al., 2003; Li et al., 2004), debido a la
presencia de ligamiento entre regiones del genoma que se refleja en efectos
positivos y/o negativos para determinadas caracteristicas. Adicionalmente a la
investigacion que se desarrolla entorno a los genes asociados a la caracteristica
de interés, es importante el conocimiento de las regiones del genoma asociadas
con efectos negativos durante el proceso de obtencién de variedades mejoradas,
esto contribuye a mejorar la eficiencia del proceso. Es asi como el esquema de
AB-QTLs propuesto por Tanskley y Nelson (1996) constituye una estrategia en el
mejoramiento genético de yuca, debido a que es posible realizar seleccidn positiva
dirigida hacia la introgresion de la caracteristica de interés, al mismo tiempo que
se realiza una seleccién negativa con el fin de reducir la frecuencia de alelos

deletéreos del donador.

62



4.2. MAPEO GENETICO Y ANALISIS DE QTLs PARA RESISTENCIA AL
DETERIORO FISIOLOGICO POST-COSECHA (DFP)

4.2.1. Estimacion del polimorfismo. Se encontraron 151 marcadores microsatélites
polimérficos de 434 marcadores evaluados en los parentales (CW429-1, SM909-
25 y MTAI8) y 6 genotipos de la familia B1PD280 seleccionados al azar. En la
Figura 17 se muestra patrones de amplificacién y el polimorfismo seleccionado (a
y b) con base en la presencia del alelo segregado por parte del parental resistente
y la ausencia del mismo, siguiendo el método propuesto por Wu et al. (1992) para
mapeo de genomas poliploides basado en la segregacion de SDRF (Single-Dose

Restriction Fragments).

PePsaPsz 1l 2 3 45 6 PerPsiPs21l 2 3 4 5 6 PerPsiPs21 2 3 4 5 6
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Figura 17. Segregacion alélica obtenida en la primera evaluacion usando

marcadores microsatélites. Amplificacion en el parental resistente (Pr: CW429-1),
los parentales susceptibles (Ps1: SM909-25 y Ps2: MTAI8) y seis genotipos de la
poblacién B1PD280 (carriles 1-6). a y b) marcadores polimorficos con la presencia
de alelismo en el padre resistente (indicado por la flecha); c: marcador

monomorfico.
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4.2.2. Evaluacion en la poblacion completa B1PD280. Usando los marcadores
polimérficos obtenidos en la primera evaluacion, se evalud la poblacion completa
B1PD280 donde fue posible observar la segregacion del alelo presente en el
parental resistente. En la Figura 18 se muestra un ejemplo de la segregacion del
alelo del parental resistente en la poblacion B1PD280 y su respectiva lectura. Las
matrices de datos genotipicos fueron construidas mediante la lectura de bandas
segun el método propuesto por Wu et al. (1992) y usando una codificacion

especifica (H: presencia, A: ausencia y (-): ausencia total de las bandas o nula
amplificacion).
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Figura 18. Segregacion del alelo proveniente del parental resistente en parte de
la poblacion B1PD280 usando el marcador NS1045. La flecha indica el alelo
proveniente del parental resistente (CW429-1). La parte superior muestra la
identificacion de cada genotipo; en la parte inferior se encuentra la lectura de la

segregacion asi: presencia (H), ausencia (A) y ausencia total de las bandas o nula
amplificacion (-).

Durante esta evaluacion se detectaron algunos marcadores, en los cuales el alelo
seleccionado fue polimorfico solamente en los parentales (sin segregacion en la
poblacién B1PD280), razon por la cual no fueron usados en el andlisis de
ligamiento. Finalmente se establecieron 82 marcadores que fueron usados para

construir el mapa de ligamiento de la poblacion B1PD280 (ver detalles de los
marcadores usados en el anexo C).
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En el cuadro 5 se muestra la segregacion obtenida en la poblacion B1PD280 con
los marcadores usados para construir el mapa, la segregacion se ajusta a lo

esperado en un primer ciclo de retrocruzamiento (1:1).

Cuadro 5. Frecuencia de la segregacion de los marcadores microsatélites

evaluados en la poblacion B1PD280

Marcador-Genotipo  Simbolo Numero Porcentaje
AA A 4976 0,4535
Aa H 5557 0,5065
aa B 0 0,0000
-- - 439 0,0400
Total 1,0000

Los resultados de la prueba de X?. sobre los datos de segregacién de cada
marcador evaluado mostraron que el 52% de los marcadores que conforman los
grupos de ligamiento presentan una segregacion que se ajusta a la proporcion
esperada 1:1. Un 45% de los marcadores presentaron una segregacion
distorsionada (cercana 3:1), aunque con menor probabilidad. Estos datos se

muestran en el anexo D.

En cuanto a la composicién del genoma de la poblacién B1PD280, se observo que
el rango de homocigosidad (A= AA) fue entre 29.3 y 57.3% con una media de
41.72%. La heterocigosidad (H=Aa) estuvo en un rango entre 34.1 y 69.5% con
una media de 54.19%. La poblacion presentd un porcentaje mayor de
heterocigosidad, sin embargo, se ajusta a la segregacion esperada para una
poblacién F;RC; (1:1). En la Figura 19 se muestra la distribucion de estas
variables, el término densidad se refiere a la frecuencia de homocigosidad vy
heterocigosidad observada en la poblacién B1PD280, segun ajustes del programa
Minitab.
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Figura 19. Distribucion del porcentaje de homocigosidad (A) y heterocigosidad (H)
de la poblacién B1PD280

4.2.3. Construccion del mapa genético para la poblacion B1PD280. En la
construccion del mapa de ligamiento de la familia B1PD280 se usaron 82
marcadores microsatélites con los cuales se obtuvieron 17 grupos de ligamiento
usando un LOD minimo de 4,0. Se seleccion0 este valor para que la probabilidad
de que los datos observados hayan sido por azar y no por ligamiento fuera

minima.

Los grupos de ligamiento cubren 696,01 cM con un promedio entre marcadores de
19,8 cM; los grupos presentaron en su mayoria bajos niveles de saturacion, el
rango de las distancias entre marcadores fue 1-34,4 cM. Se presentd un alto
numero de marcadores desligados (30 marcadores), situacion que esta asociada a

la compleja estructura genética que presenta la poblacion evaluada, por lo cual se
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hace necesario continuar con la saturacion de este mapa. Los detalles de los

grupos de ligamiento formados se muestran en el anexo E.

Los grupos de ligamiento obtenidos en este estudio son similares a lo reportado
por Mba et al., (2001); Zarate, (2002); Marin, (2002) y Okogbenin et al. (2006),
quienes desarrollaron mapas genéticos de yuca basados en marcadores
microsatélites; aunque la densidad del mapa de la poblacion B1PD280 es menor.
Los grupos de ligamiento obtenidos fueron reorganizados de acuerdo al mapa
genético establecido para yuca, asi se reestablecieron 11 grupos de ligamiento.
De éstos 3 no habian sido identificados previamente como se muestra en el

cuadro 6.

Cuadro 6. Correspondencia entre los grupos de ligamiento del mapa de la
poblacion B1PD280 y los grupos previamente identificados, numero de

marcadores que los conforman y tamafio (cM).

Grupo Numero Tamairio (cM) G. Ligamiento previamente
de ligamiento marcadores establecido en el
(B1PD280) mapa de yuca
1+11 3+3 29,55 + 18,81 K+ K*

2 2 33,57 1**

3 7 141,96 @)

4+ 13 2+6 10,50 + 105,73 E*+E
5+9 3+2 24,01 + 15,99 F+F*
6 3 39,51 L

7 4 54,84 C

8 2 30,59 2**

10 3 6,22 M

12 3 49,73 D

14 2 29,58 H

15 3 50,76 G

16 2 23,01 B

17 2 31,61 3**

* indica grupos de ligamiento previamente identificados pero con bajo numero de
marcadores ligados que complementan a un grupo con mayor numero de marcadores.
**Grupos de ligamiento que no han sido previamente identificados

En la Figura 20 se observa el mapa genético obtenido para la poblacion B1PD280.
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Figura 20. Mapa genético molecular basado en microsatélites en la familia B1PD280, se detalla el tamafio del

grupo de ligamiento, las distancias entre marcadores (cM) y los marcadores ligados.
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Los marcadores que conforman los grupos de ligamiento al igual que el promedio
de distancia entre marcadores es similar a lo reportado en mapas previos
desarrollados en yuca, sin embargo, existe la necesidad de saturar el mapa por
cuanto hay un bajo numero de grupos de ligamiento y un alto numero de
marcadores desligados. El cubrimiento del genoma obtenido en el mapa de la
familia B1PD280 es menor con respecto al primer mapa de ligamiento construido
por Fregene et al. (1997), quienes obtuvieron un mapa que consta de 20 grupos
de ligamiento que cubren 931.6 cM del genoma de la yuca o un estimado de 60%
del genoma. En el primer mapa de yuca usando marcadores microsatélites
desarrollado por Ekogbenin, et al. (2006), se usaron 100 marcadores, los cuales
mostraron una cobertura de 1236.7 cM (22 grupos), con una distancia entre
marcadores de 17,92 cM. Comparando estos resultados previos con lo obtenido
en este estudio, se observa que existe similitud en cuanto a las distancias entre
marcadores; sin embargo, la cantidad de marcadores que conforman el mapa de
la poblacion B1PD280 es relativamente baja con respecto a lo usado en estos

estudios.

4.2.4. ldentificacion de QTLs asociados al DFP y MS. Usando el mapa de
ligamiento construido para la poblacion B1PD280 fue posible localizar QTLs
asociados al DFP y MS. Para efectuar su deteccién se uso el analisis de marcador
simple, el cual esta basado en una regresion simple entre la segregacion de un
marcador y la variacion fenotipica de DFP y MS. Ademas de la resistencia al DFP
se analizo el contenido de materia seca inicial (MS0), caracteristica cuantitativa

gue en los andlisis fenotipicos mostro alta correlacion con el DFP.

Para obtener una idea rapida de las posibles regiones QTLs dentro del genoma de
yuca (todos los grupos de ligamiento), se realiz6 un andlisis de marcador simple
utilizando el software Windows QTL Cartographer (WinQTLCart) version 2.5
(Statistical Genetics, North Carolina State University, USA), mediante el cual se

obtuvieron diferentes asociaciones entre los marcadores y las caracteristicas
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fenotipicas evaluadas con diferentes niveles de significancia, se consideré6 como
minimo valor de probabilidad 0.05. En la Figura 21 se muestran los QTLs

detectados mediante este analisis.
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Figura 21. Posibles QTLs asociados con la respuesta al DFP y MS en la poblacién
B1PD280. Los grupos de ligamiento C y O presentan QTLs asociados a la
resistencia al DFP. Los grupos C, D y E presentan QTLs asociados a bajo

contenido de MS.

Para resistencia al DFP se encontraron 3 posibles QTLs asociados. Los
marcadores EST100 y SSRY122 se encuentran en el grupo O con niveles de
significancia de p< 0.01 y p<0.05, respectivamente. Por su parte, el marcador
SSRY171 se encuentra en el grupo C y su nivel de significancia es de p< 0.05. El
marcador EST100 ademas de presentar una asociacion altamente significativa con
la resistencia al DFP explic6 el 7.66% de la variacion fenotipica, seguido en orden
de importancia por los marcadores SSRY171 y SSRY122 los cuales explicaron el

3.87 y 3.70%, respectivamente.
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En el cuadro 7 se muestran los valores de varianza fenotipica que explican estos
marcadores y su significancia. Los cocientes de verosimilitud (LR) estimados son
altos por lo tanto la probabilidad de que exista asociacion entre la segregacion del

marcador y la variacion fenotipica es alta.

Cuadro 7. Regiones QTLs asociadas con la respuesta al DFP en la poblacién

B1PD280, marcadores microsatélites y varianza fenotipica explicada.

GL Marcador Varianza LR pr(F)
explicada (%)

O EST100 7.66 6,723 0,010*

O SSRY122 3.70 3,917 0,049*

C rISSRY171 3.87 3,889 0,050*

Para el contenido de materia seca (MS0) se encontré0 una relaciéon altamente
significativa con los marcadores SSRY40 y SSRY240 del grupo de ligamiento D,
los cuales explican una variacion de 17.38 y 11.32%, respectivamente; seguido
por el grupo E cuyo marcador SSRY123 explica el 5.87% con una significancia de
p<0.05. Finalmente los marcadores SSRY64 y SSRY45 ubicados en el grupo C
explican alrededor del 5% de la variacion fenotipica de MSO. Estos resultados se

muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Regiones QTLs asociadas con el contenido de materia seca inicial

GL. Marcador Varianza LR pr(F)
explicada (%)
D SSRY40 17.38 16,549 0,000 **
D SSRY240 11.32 11,940 0,001 **
E SSRY123 5.87 6,315 0,012 *
C SSRY64 5.00 5,657 0,018 *
C SSRY45 4.76 5,410 0,021 *

Los QTLs encontrados para MS provienen del parental donante, el cual presenta

bajo contenido de MS. Un evento indeseable de ligamiento se presenté en el
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grupo C, el cual contiene tanto QTLs asociados con la resistencia al DFP como
para MS. Una alta correlacion positiva entre DFP y MS fue descrita previamente
en el andlisis de datos fenotipicos confirmando este hallazgo.

Los bajos valores de varianza fenotipica explicada por cada marcador pueden
presentarse por la presencia de muchos genes con efectos menores que podrian
estar involucrados en la respuesta al DFP. Sin embargo la saturaciéon del mapa
podria proveer mejor informacién sobre los QTLs asociados al DFP. De acuerdo a
los resultados obtenidos por Cortes et al, (1999, 2002) en el mapeo de QTLs
asociados al DFP usando 144 genotipos de la poblacion usada por Fregene et al,
(1997); el grupo C (grupo que fue obtenido en este estudio), presento regiones
QTLs asociadas que explicaron el 13% de la variacion fenotipica, adicionalmente
se detectaron QTLs en los grupos G, P, L, U y X del mapa derivado del parental
femenino que explicaron entre 5-12% de la variacion, y en el grupo L del parental

masculino, QTLs que explicaron el 11% de variacion.

En el estudio realizado por Jorge et al. (2000), se encontraron valores superiores
de varianza fenotipica explicada en caracteristicas cuantitativas de interés, para el
mejoramiento de la resistencia cuantitativa a la pudricién bacterial (CBB). En este
estudio se encontraron 8 QTLSs, localizados sobre los grupos de ligamiento B, D, L,
N, y X de la estructura del mapa derivada desde el parental femenino, los cuales
explicaron entre el 9-20% de la variacion en la respuesta a esta enfermedad, y 4
QTLs sobre los grupos de ligamiento G y C desde el parental masculino que
explicaron entre el 10.7-27.1% de la variacion. Similar a lo obtenido en este
estudio el grupo C parece contener regiones QTL asociadas a la respuesta de
estrés bidtico. Sin embargo, en este estudio los resultados sugieren que aunque
varios genes podrian estar involucrados en la expresion de esta caracteristica, el

efecto de algunos de ellos es mayor y primordial.

El proceso de mejoramiento genético sobre la resistencia al DFP usando mapeo
genético y de QTLs permitio detectar el verdadero valor y potencial genético desde
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Manihot walkerae, puesto que mediante el uso de la informacién fenotipica de
respuesta al DFP, contenido de MS y la informacion arrojada por los marcadores
moleculares fue posible identificar efectos positivos y negativos desde el parental
donante. Esta informacion permitira explotar eficientemente la variabilidad
genética de la yuca, en especial en la obtencién de genotipos con resistencia al
DFP.

La utilizacién de la estrategia AB-QTL permitié establecer que la desafortunada
correlacion fenotipica entre DFP y MS es explicada por la presencia de ligamiento
entre las regiones del genoma involucradas en la expresion de estas
caracteristicas, puesto que el grupo C contiene QTLs asociados tanto a DFP como
a MS. En concordancia con estudios realizados en otros cultivos de interés (Fulton
et al., 1997; Bernacchi et al., 1998, Monforte y Tanskley, 2000, Fulton et al., 2002;
Frary et al., 2004, Xiao et al., 1998, Septiningsih et al., 2003, Thomson et al., 2003;
Li et al., 2004); la estrategia usada en este estudio permiti¢ identificar regiones
QTLs que provienen del parental donante y que han sido transferidas a la
poblacion B1PD280 con efectos positivos (resistencia al DFP) y con
desafortunados efectos negativos o presencia de genes deletéreos (bajo
contenido de MS).

La informacion obtenida en cuanto a los marcadores que se encuentran asociados
a los QTLs tanto para la resistencia a DFP como para MS constituyen un avance
en la aplicaciéon del esquema AB-QTLs en yuca, su posterior investigacion y
utilizacion en los procesos de selecciéon podran contribuir en la eficiencia del
mejoramiento genético de la yuca mediante seleccién positiva (DFP) y negativa

(MS) en el proceso de seleccidn asistida por marcadores (MAS).

Los genotipos con alto potencial para ser usados como parentales en el siguiente
ciclo de retrocruzamiento se muestran en el anexo F. Los resultados obtenidos
aqui confirman el potencial del germoplasma silvestre, ya que proveen una gran

cantidad de genes utiles que pueden ser transferidos hacia los materiales
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comerciales. Los estudios de mapeo y deteccion de QTLs usando marcadores
moleculares aportan al conocimiento acerca de la caracteristica y su genética, y al
mismo tiempo son una herramienta para aumentar la eficiencia en el proceso de
introgresion, puesto que permiten detectar la presencia de genes con efectos
indeseables. En yuca, este avance ha sido obtenido para la resistencia al virus del
mosaico africano (CMD), segun lo reportado por Okogbenin et al. (2007).
Actualmente es posible realizar genotipificacién y preseleccion de las poblaciones
en el proceso de mejoramiento, lo que ha permitido la obtencién de nuevas
variedades mediante la introgresion de caracteristicas Utiles desde donantes

silvestres.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados fenotipicos confirman el éxito en la introgresion de la resistencia al
deterioro fisiolégico desde el pariente silvestre M. walkerae, encontrandose un
20% de genotipos con alta resistencia al DFP, que posiblemente seran usados

como parentales para el siguiente ciclo de retrocruzamiento.

Se establecioé una correlacién positiva entre el DFP y contenido de materia seca
(0.288, p<0.001), constituyéndose en un desafio en la obtencion de materiales

mejorados.

Se establecio una correlacion entre DFP y pérdida del contenido de humedad
(-0.264, p<0.01), correlacidon que no ha sido descrita anteriormente y que requiere
de mayor investigacion a fin de comprender el proceso de DFP y los mecanismos

de la resistencia al DFP desde M. walkerae.

Se construydé un mapa genético para la poblacion B1PD280 usando 52
marcadores microsatélites, los cuales formaron 17 grupos de ligamiento que
cubren 696.01 cM (promedio entre marcadores de 19.8 cM), sin embargo se
encontr6 un bajo nivel de saturacibn y una gran cantidad de marcadores
desligados lo que sugiere la necesidad de continuar con la saturacién de este

mapa.

El andlisis de marcador simple permitié identificar 3 regiones QTLs (EST100,
SSRY122 y SSRY171) con efectos favorables asociados a la resistencia al DFP
ubicadas en los grupos de ligamiento O y C, las cuales fueron donadas por el
parental CW429-1. Sin embargo la mayor saturacion del mapa podria proporcionar
mayor informaciéon sobre QTLs asociados con mayor probabilidad y varianza

explicada que los obtenidos en este estudio.
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Se identificaron 5 QTLs asociados con bajo contenido de materia seca (SSRY40,
SSRY240, SSRY123, SSRY64 y SSRY45) ubicados en los grupos de ligamiento
D, E y C provenientes desde el parental CW429-1. Lo cual corresponde a alelos
indeseables que inevitablemente estan presentes en los procesos de introgresion
y que se requiere continuar su estudio para minimizar su efecto en las variedades

comerciales

Se observé que la desafortunada correlacion entre DFP y MS podria presentarse
por eventos de ligamiento entre las regiones del genoma asociadas con estas
caracteristicas, por cuanto los QTLs asociados a DFP (SSRY171) y a MS
(SSRY64 y SSRY45) estan ubicados en el grupo de ligamiento C.

La utilizacion de la estrategia AB-QTL permitié identificar regiones QTLs que
provienen del parental donante (CW429-1) y que han sido transferidas a la
poblacion B1PD280 con efectos positivos para la resistencia al DFP y con

desafortunados efectos negativos sobre MS.

Los resultados obtenidos en este estudio constituyen un avance y un ejemplo de la
utilidad de la aplicacién de la estrategia de analisis de QTL en retrocruzamientos
para la seleccion positiva y negativa durante el desarrollo de variedades
mejoradas de yuca usando procesos de introgresion desde especies silvestres y

seleccidn asistida por marcadores.
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Anexo A. Condiciones de amplificacion de microsatélites por PCR

Reactivos y concentraciones usadas para PCR.

Reactivo Concentracion Concentracion
Inicial Final

Solucion Tampon 10X (buffer) 10X 1X

MgCl; 25 mM *

dNTPs 2.5 0.1

Primer Reverse 10 uM 0.2

Primer Forward 10 uM 0.2

Tag ADN polimerasa 1U 0.2

ADN molde 10 ng/ul 2

HPLC H,O - -

Pasos, condiciones de temperatura y tiempo para amplificaciéon de SSRs por PCR.

Etapa

Temperatura en °C Tiempo en minutos

Desnaturalizacion Inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento

Extension

Extension Final
Finalizacion PCR

95 2
94 1
45-55 1
72 2
72 5
14 Indefinido
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Anexo B. Correlacion Pearson entre deterioro fisiologico post-cosecha (DFP),
escopoletina (ESC),
materia seca (MSO y MS14) y pérdida de humedad (DIFAGU)

caracteristicas generales (CARGEN),

pudriciéon (PUD),

Correlaciéon Pearson entre DFP evaluacion a los 14 ddc y ESC, TAM, CARGEN, PUD,
MSO0, MS14 y DIFAGU.

ESC

TAM

CARGEN

PUD

MSO

MS14

DIFAGU

DFP
0,523
0,000

-0,163
0,064

0,010
0,916

-0,070
0,430

0,288
0,001

0,521
0,000

-0,264
0,005

ESC

-0,075
0,406

0,120
0,213

-0,027
0,766

0,114
0,200

0,262
0,005

-0,149
0,118

TAM

-0,114
0,225

0,314
0,000

-0,158
0,073

-0,200
0,033

0,052
0,586

CARGEN

-0,069
0,464

-0,031
0,745

-0,001
0,992

-0,036
0,717

PUD

-0,309
0,000

-0,195
0,040

-0,009
0,924

MSO

0,446
0,000

0,366
0,000

MS14

-0,673
0,000

Correlacion Pearson entre DFP evaluacion a los 7 ddc y ESC, TAM, CARGEN, PUD,
MSO0, MS14 y DIFAGU

ESC

TAM

CARGEN

PUD

MSO

MS14

DIFAGU

DFP
0,389
0,000

-0,076
0,384

0,048
0,613

-0,014
0,874

0,103
0,239

0,273
0,003

-0,195
0,039

ESC

-0,189
0,031

0,079
0,407

-0,086
0,347

0,068
0,439

0,146
0,123

-0,094
0,321

TAM

-0,186
0,049

0,235
0,009

-0,206
0,018

-0,247
0,008

0,068
0,472

CARGEN

-0,056
0,553

0,011
0,905

0,040
0,693

-0,043
0,670

PUD

-0,259
0,004

-0,171
0,078

-0,041
0,676

MSO

0,446
0,000

0,360
0,000

MS14

-0,674
0,000
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Anexo C. Detalles de los marcadores microsatélites usados

N° MARCADOR TIPO DE REPETICION Left primer Right primer TAM.  TEM.
1 SSRY1 GCC(6) GCAGCTGCCGCTAATAGTTT CCAAGAGATTGCACTAGCGA 197 45
2 SSRY19 CT(8)CA(18) TGTAAGGCATTCCAAGAATTATCA TCTCCTGTGAAAAGTGCATGA 214 55
3 SSRY25 GA(27) TGGCTACATGATAGCAACATCAA CGCATGGTTTGTCTCGTTTA 296 55
4 SSRY29 cT(8) TGGTAGCTTTTGAATATCTGATGG TGCCAACCAAACCATTATAGAC 281 55
5 SSRY39 CT(24)AT CT(3)AT(3) TCAATGCATAGGATTTTGAAAGTA AATGAAATGTCAGCTCATGCT 203 55
6 SSRY40 GA(16) TGCATCATGGTCCACTCACT CATTCTTTTCGGCATTCCAT 281 55

CACACG(3)CACGCGCACACG(3)
CACGCG CA(4)CG(2)CA(12)
7 SSRY42 GA(3)G(12 GA(9) TTCCTCCAAAGTTATCTAGAACCA CAATCCTTGTAGTAGCCAGTCTCA 21 55
8 SSRY45 cTE) TGAAACTGTTTGCAAATTACGA TCCAGTTCACATGTAGTTGGCT 28 55
9 SSRY50 CA(B)N(6)GA(31) CCGCTTAACTCCTTGCTGTC CAAGTGGATGAGCTACGCAA 271 55
10 SSRY52 GT(19) GCCAGCAAGGTTTGCTACAT AACTGTCAAACCATTCTACTTGC 266 55
11 SSRY57 GA(21) TGTCATTGTCTGTTGACCATTT TAACCTGCCAAGAACAAGGC 293 55
12 SSRY63 GA(16) TCAGAATCATCTACCTTGGCA AAGACAATCATTTTGTGCTCCA 290 55
13 SSRY64 CT(13)CG CT(6) CGACAAGTCGTATATGTAGTATTCACG  GCAGAGGTGGCTAACGAGAC 194 55
14 SSRY66 GA(19)AAGA ATCTCAGCTTCCAACTCTTTCAGT CGAAATGCTTGGAGACAGGTATAG 261 55
15 SSRY67 GA(20)TGA AGTTTGCACCACCTTTTTCC TGTCAAGTGATGAGCTGCTG 218 55
16 SSRY68 CT(12)CC CT(17) GCTGCAGAATTTGAAAGATGG CAGCTGGAGGACCAAAAATG 287 55
17 SSRY74 CT(1) TTGCTCGAATTCCACACAAT GGTCAGGTGAGTAATAAAGAACAGTG 14 55
18 SSRY78 CT(22) TGCACACGTTCTGTTTCCAT ATGCCTCCACGTCCAGATAC 248 55
19 SSRY82 GA(24) TGTGACAATTTTCAGATAGCTTCA CACCATCGGCATTAAACTTTG 211 55
20 SSRY88 CA(7)TACATA GA(22) CCAAGTCCTCACCTCCAAAG CCTTGATGTGGCCAAAGTG 43 55
21 SSRY96 GT(12) CTTTACCTGCATGCCATTGA CTCCATGTTATCCAAGGTTGC 149 55
22 SSRY100 CT(@7)TT CT(7) CCCT ATCCTTGCCTGACATTTTGC TTCGCAGAGTCCAATTGTTG 210 55
23 SSRY103 GA(22) TGAGAAGGAAACTGCTTGCAC CAGCAAGACCATCACCAGTTT 22 55
24 SSRY108 CT(24)CCT ACGCTATGATGTCCAAAGGC CATGCCACATAGTTCGTGCT 203 55
25 SSRY112 CT(5)C CT(3) CGCAAGGTAAATCGGAGCTA ACAATCAAAGGAGTCGTGTAATC 117 55
GA(12)GT GA(3)GT GA(3)GT
26 SSRY122 GA(B)N(41)GA(14) AAGCCAATTGTTGTGAGTTGC GGTGCTTGGTTTATGCCTGT 213 45
27 SSRY123 CT(14) AGCAGATCCAAATCACTGAAA TTCAACAATAAAGCTCAGAAAGAG 136 55
28 SSRY150 CAATGCAGGTGAAGTGAATACC AGGGTGCTCTTCAGAGAAAGG 175 45
29 SSRY151 AGTGGAAATAAGCCATGTGATG CCCATAATTGATGCCAGGTT 182 45
30 SSRY152 CTCTAGCTATGGATTAGATCT GTAGCTTCGAGTCGTGGGAGA 233 55
TA(5)CATA GATA(8) GC
31 SSRY171 GA(23)GTGA(2) ACTGTGCCAAAATAGCCAAATAGT TCATGAGTGTGGGATGTTTTTATG 291 55
32 SSRY177 CCT(6)CTN(65)CT(4)AT CT(18) ACCACAAACATAGGCACGAG CACCCAATTCACCAATTACCA 268 45
33 SSRY179 GA(28) CAGGCTCAGGTGAAGTAAAGG GCGAAAGTAAGTCTACAACTTTTCTAA 26 55
34 SSRY180 GA(16)G(4) GA(5) CCTTGGCAGAGATGAATTAGAG GGGGCATTCTACATGATCAATAA 163 55
35 SSRY182 CA(17)N(31)GAGG GA(8) GGAATTCTTTGCTTATGATGCC TTCCTTTACAATTCTGGACGC 253 55
36 SSRY 191 (GA)BGTGA(GGGA)2GGA TTTCATGAACAACTTTTCTGGGTA (24)  TGTTGGCTGAGAAAGCAAGA (20) 186 60
37 SSRY 193 (CT)10TT(CT)3 CGAAGCTCCGCCTCAGTAT (19) TGGAATCGGTTACCAGAAGTG (21) 218 60
38 SSRY 205 cni1 CTGTCTTGATTCCGGCAACT (20) GCAAGTCGTTGCCTACCTTG (20) 201 60
39 SSRY 240 (GA)22 TCGGCTTTTAACATCCTTCG AGCTAGGAGCAACGCAGTTC 181 60
40 SSRY 250 (CT)18(ATCT)2CTAT(CT)2 GATCGGATGTCTGAGGAGGA AATTGGAAGGGAAAGCCAAA 197 60
41 SSRY 303 (CA)34(N)7(GT)6 GCATCATCACCATTTTTCTTTG TGGAAGGTGTTAGCAACTGTG 195 60
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N° MARCADOR TIPO DE REPETICION Left primer Right primer TAM. TEM.
42 SSRY 319 (CT)9 CCAATCCATCCTTCCTCTCA AGGAAGCAAAGACGACCTGA 170 60
43 SSRY 330 (CT)2TCTC(CT)8 CCACCATCATCATCGTCATC TTCTTCTTCTTCCCCATTGC 193 60
44 NS37 TGAGTGCGATGAGAACGTAA GTGCATCCTTACCAATCCTG 229 55
45 NS40 GCTGTTACGGCCAGAGTAGA GATGTCTGAAATCCCTCTCTTT 175 55
46 NS53 CCAACGTATGGAATGTGCTG CCTAAGTTGTTAGCCAGTGATTAGA 242 55
47 NS74 TCGCTGTATGCAATACTTCGTT TAGTGTTGGGGACTCTTTCG 229 55
48 NS128 AAAGGACAGCGCTACCAGAA GATCGCTTCACCTTCCTCAG 283 55
49 NS158 GTGCGAAATGGAAATCAATG TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA 166 55
50 NS159 TATGGAGCAAAGTCAGCCCT GTCCATGCACATGCCACTAC 264 55
51 NS170 TTCCTTTACAATTCTGGACGC AGTCGGGAGTTGGAACCTCT 285 55
52 NS207 AGTCGGGAGTTGGAACCTCT TTCCTTTACAATTCTGGACGC 287 55
53 NS210 AAAGGGAGATTTGCAGAGCA TGGCTTTGGTTGTATGTGGA 251 55
54 NS217 TCAGCTGTATGTTGAGTGAGCA AGGGAAGGAACACCTCTCCTA 226 55
55 NS319 TTCTAAAGGTTGATTAAAGCTCTGTG AGGGAAGGAACACCTCTCCTA 164 55
56 NS584 TTTTATATGCGAGCGTATACGTG CAGATAGGCGTTCCCCAATA 188 50
57 NS717 GCCAAATCGCCAAGGTAATA GGTGAGTGATAAGGTTACGGC 55
58 NS781 CACCCAATTCACCAATTACCA GAAGACGACGATGGATAGCTG 205 50
59 NS905 CAAACTTAAACTCCGTCCGC TTGGCCTGTAAGGTTCCATC 283 55
60 NS1045 (CT)3(TTCTCT)2N(TC)3(TG)4 GTGTTGTGCCCCTTGCTTAG AAAAAGGGTGGCGGATAATG 375 55
61 (ESTs)SSRY41 TCA(7) CAGCGTCTCTGCGTCAATAA AGTCGACGATGAGGAAGACG 55
62 (ESTs)SSRY43 CTT(7) CAGCAGAGCTTTGCCTAACC AACAAGCACCCAACCCAATA 55
63 (ESTs)SSRY44 TTC(7) CATAAACGCGGTCCAAAAAT ACGAAAATGCGGATTACAGC 55
64 (ESTs)SSRY62 TG(8) CCATGGCACAATAACATTGG TGGGCGTAGGACAGTAAGAGA 55

65 (ESTs)SSRY64 TG(9) CCAACATGCTTCACCAATCA CATTCAGACAACGCAATGTG 55
66 (ESTs)SSRY65 ATG(9) GCACCAGTCAACATTCCTGA CATCATTCACAACCCCATGA 55
67 (ESTs)SSRY81 CT(11) CCCACATGTACTTGGAAGAGA GTTGGTGGACTCGTGGATCT 55
68 (ESTs)SSRY82 TAA(11) GAAGGCCAGACCCAACAATA TCGAAGGGCTATGGTGCTAT 55
69 (ESTs)SSRY90 AG(13) GAGCCGGAAAAGTTCACAAA GAGTTTCTGGGGGAGGAAAG 55
70 (ESTs)SSRY92 ATA(13) GGAAATTTCAATTCCAGACAGG ACGGCGGCACACTAAATATC 55
71 (ESTs)SSRY93 AG(13) CAGGAAACCCGTGACTTCAT GCAATGCACATGATTTTGCT 55
72 (ESTs)SSRY94 CT(13) TCTGCTTTTGGCTGGAATTT TTTCCACAAGCATTCCAACA 55
73 (ESTs)SSRY100 AG(17) GCGCTTTACAGGCGTTTTTA GGTCTTTGCTCCGTCGTTAC 55
74 (ESTs)SSRY111 CT(5) GCAGAAGCAATCTACTCTGG GCCTCAAAACATGGGTAATA 55
75 (ESTs)SSRY209 TTTTC(5) GCAATGGAAGAAGTTGAGAG GAGTCAAGTCTCTTTCATGATTAGG 55
76 (ESTs)SSRY266 GAA(6) CACGATCATCTAAACCAACC GTCATCAGAATCCTCCTCTG 55
77 (ESTs)SSRY271 CTTTT(7) GTGGTCTTGTTACTGCCATT CCGTATCAAAATCACTCGTT 55

78 (ESTs)SSRY275 GAAAG(7) GCATAGCAGAGAGAAGAAGG CGAAGTGGATTTATGGGTAA 55
79 (ESTs)SSRY280 TC(7) GGTGAATTTTGGGGTTAGAT AGAAGCGGATTGTAAGATCA 55
80 (ESTs)SSRY287 G(8) GAGAACTTGGCAACACACTT AGAAACCCCTAGAGTGAAGG 55
81 (ESTs)SSRY288 TG(10) TGGTACTGAATCTCCTGGAC aCGATTGTCCATTCTTTGTG 55
82 (ESTs)SSRY292 TC(15) TCTCTCTTCCTTGAACTCTCC CATCATAAACTGGTGAGACG 55

DESCRIPCION FUENTE

SSRs GENOMICOS

SSRs cDNA

SSRs NS GENOMICOS

SSRs NS GENOMICOS

EST-SSRs ESTs
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Anexo D. Resultados de la prueba Chi_cuadrado

Marcadores ligados en el mapa genético de la poblacion B1PD280

Grupo segln mapa de

2

GL Marker ¢4 p hmz htz n
yuca
1 K SSRY88 0,04 0,83404 ns 101 104 205
1 K SSRY39 4,02 0,04486 * 119 20 209
1 K SSRY100 11,60 0,00066 *kk 79 128 207
2 1 SSRY193 7,15 0,00750 i 120 82 202
2 1 EST209 15,70 0,00007  **** 75 132 207
3 0 NS584 0,08 0,77397 ns 99 95 194
3 0 SSRY122 0,48 0,48807 ns 99 109 208
3 (0] NS128 1,80 0,18019 ns 91 110 201
3 (0] EST100 4,92 0,02650 * 88 120 208
3 (0] EST288 7,01 0,00811 *x 84 122 206
3 (0] SSRY177 8,48 0,00359 ** 125 83 208
3 (0] NS781 12,50 0,00041 ok 125 75 200
4 E EST41 0,02 0,89023 ns 106 104 210
4 E SSRY330 4,14 0,04181 * 87 116 203
5 F SSRY179 0,08 0,78151 ns 106 102 208
5 F EST43 0,13 0,72166 ns 101 96 197
6 L SSRY250 0,84 0,35917 ns 107 94 201
6 L EST62 21,35 0,00000  ***** 69 135 204
6 L EST287 24,02 0,00000  ***** 67 137 204
7 C SSRY45 0,31 0,57910 ns 100 108 208
7 C EST65 1,98 0,15937 ns 91 111 202
7 C SSRY64 8,00 0,00468 i 80 120 200
7 C SSRY171 8,12 0,00438 *x 124 83 207
8 2 SSRY29 0,25 0,61797 ns 95 102 197
8 2 EST92 2,00 0,15730 ns 90 110 200
9 F NS53 15,70 0,00007  **** 75 132 207
9 F SSRY68 23,84 0,00000 - x**** 63 131 194
9 F EST93 24,26 0,00000  ***** 66 136 202
10 M NS207 0,69 0,40763 ns 111 99 210
10 M SSRY182 1,32 0,25067 ns 105 89 194
10 M NS170 1,56 0,21200 ns 113 95 208
11 K NS210 0,69 0,40538 ns 110 98 208
11 K SSRY78 0,96 0,32699 ns 109 95 204
11 K SSRY19 17,15 0,00003  **** 131 72 203
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GL  Grupo segin mapa de yuca Marker ¢4 p hmz htz n
12 D NS717 0,02 0,89023 ns 106 104 210
12 D SSRY40 0,38 0,53553 ns 101 110 211
12 D SSRY240 7,64 0,00570  ** 80 119 199
13 E SSRY319 0,02 0,88697 ns 98 100 198
13 E NS217 1,74 0,18664 ns 94 113 207
13 E SSRY123 2,53 0,11162 ns 93 116 209
13 E NS319 3,77 0,05220 ns 90 118 208
13 E SSRY180 3,92 0,04771 * 86 114 200
13 E NS74 30,72 0,00000  **+** 56 132 188
14 H SSRY191 1,69 0,19393 ns 87 105 192
14 H SSRY63 11,33 0,00076  *** 74 121 195
15 G SSRY303 1,44 0,23049 ns 109 92 201
15 G SSRY103 4,64 0,03125 * 82 112 194
15 G SSRY67 8,04 0,00457  ** 125 84 209
16 B SSRY112 5,36 0,02055 * 85 118 203
16 B SSRY50 14,53 0,00014  *** 115 64 179
17 3 SSRY151 1,57 0,20980 ns 94 112 206
17 3 SSRY152 1,64 0,20083 ns 90 108 198
Marcadores desligados
N° Marker ;(21;1 p hmz htz n
21 NS1045 6,23 0,01255 * 86 122 208
22 NS159 4,06 0,04384 * 89 118 207
36 SSRY205 5,16 0,02310 * 89 122 211
17 EST90 8,65 0,00328 ** 81 123 204
26 NS37 9,78 0,00176 ** 81 126 207
43 SSRY108 9,69 0,00185 ** 82 127 209
47 SSRY150 9,22 0,00240 ** 83 127 210
71 SSRY82 10,17 0,00143 ** 81 127 208
73 SSRY96 8,56 0,00343 ** 82 124 206
6 EST275 13,34 0,00026 72 123 195
32 NS905 11,83  0,00058 77 126 203
62 SSRY52 12,07  0,00051 75 124 199
EST271 17,31 0,00003 74 134 208
EST292 16,00  0,00006 ko 130 73 203
59 SSRY42 18,02 0,00002 ek 59 115 174
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N° Marker ;(21:1 p hmz htz n
69 SSRY74 16,66 0,00004 ok 75 134 209
80 EST81 40,79 0,00000 ok 56 147 203
76 NS158 32,96 0,00000 ok 63 146 209
27 NS40 43,90 0,00000 ok 145 52 197
81 SSRY1 24,02 0,00000 ok 67 137 204
63 SSRY57 35,02 0,00000 ok 55 137 192
66 SSRY66 23,33 0,00000 ok 70 140 210
2 EST111 2,24 0,13429 ns 90 71 161
EST266 0,08 0,78048 ns 105 101 206
7 EST280 0,58 0,44673 ns 110 99 209
13 EST44 3,17 0,07488 ns 86 111 197
79 EST64 0,69 0,40538 ns 98 110 208
16 EST82 0,04 0,83242 ns 99 102 201
20 EST94 1,65 0,19854 ns 89 107 196
55 SSRY25 0,82 0,36623 ns 97 110 207
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Anexo E. Detalles del mapa de ligamiento de la poblacion B1PD280

Grupo 1
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY100
0,134 (13,771 201 |0,024| 2,59 74 3 24 100 |107,51| 111,99 |26,07
rSSRY88
0,153 | 15,774 203 |0,025| 2,78 92 7 24 80 97,94 | 101,05 | 23,43
rSSRY39
Grupo 2
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
EST209
0,293 33,567 | 198 |0,032| 4,92 67 7 51 73 33,96 | 46,99 | 7,60
rSSRY193
Grupo 3
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY122
0,298 |34,413| 191 |0,033| 5,14 67 26 31 67 31,04 | 31,19 | 6,94
NS584
0,195|20,559| 190 |0,029| 3,39 67 29 8 86 70,82 | 74,65 |16,51
EST288
0,208 22,157 | 197 |0,029| 3,50 63 16 25 93 67,13 | 65,66 |15,54
rNS128
0,278|31,319| 198 |0,032| 4,60 59 31 24 84 39,11 | 37,86 | 8,80
EST100
0,268|29,967| 205 |0,031]| 4,35 78 8 47 72 44,02 | 55,00 | 9,94
rSSRY177
0,035| 3,541 | 198 |0,013| 1,32 | 116 0 7 75 1170,99| 170,79 | 46,46
rNS781
Grupo 4
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
EST41
0,104 |10,550| 202 |0,021| 2,24 84 18 3 97 |126,73| 129,68 |31,53
SSRY330
Grupo 5
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
EST43
0,155|15,987| 194 |0,026| 2,87 85 14 16 79 92,56 | 92,563 |22,11
rSSRY179
Grupo 6
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
EST62
0,080| 8,111 | 199 (0,019 1,98 58 9 7 125 |140,15| 133,44 | 35,73
EST287
0,278|31,402| 194 |0,032| 4,66 57 8 46 83 38,12 | 46,99 | 8,57
SSRY250
Grupo 7
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY64
0,152|15,727| 197 |0,026| 2,82 73 6 24 94 95,27 | 98,33 |22,80
SSRY45
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0,130 13,305 200 |0,024| 2,55 81 16 10 93 |109,52| 109,71 | 26,64
EST65
0,237 25,809 198 |0,030| 3,90 82 9 38 69 54,63 | 61,40 |12,48
rSSRY171
Grupo 8
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
EST92
0,273|30,594| 187 |0,033| 4,64 59 22 29 77 38,64 | 38,12 | 8,71
SSRY29
Grupo 9
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
EST93
0,188|19,790| 186 |0,029| 3,34 43 17 18 108 | 72,34 | 60,72 |16,93
SSRY68
0,042| 4,221 | 190 |0,015| 1,47 57 4 4 125 |159,35| 155,07 | 42,79
NS53
Grupo 10
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
NS207
0,010| 0,966 | 207 |0,007| 0,68 | 110 0 2 95 |[199,08| 199,11 |57,42
NS170
0,052| 5,255 | 191 |0,016| 1,63 98 4 6 83 |153,09| 152,94 | 40,46
SSRY182
Grupo 11
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
NS210
0,065| 6,504 | 201 |0,017| 1,76 99 4 9 89 |152,36| 152,66 |39,59
SSRY78
0,121|12,303| 199 |0,023| 2,45 | 105 2 22 70 [114,58| 118,01 | 28,09
rSSRY19
Grupo 12
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
NS717
0,257|28,427| 210 |0,030| 4,10 76 30 24 80 49,54 | 49,75 |11,23
SSRY40
0,201|21,302| 199 (0,028 3,39 68 28 12 91 71,16 | 72,40 |16,54
SSRY240
Grupo 13
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
NS74
0,261|28,936| 184 |0,032| 4,45 47 9 39 89 42,09 | 44,72 | 9,52
NS217
0,118|11,989| 204 |0,023| 2,39 78 14 10 102 |119,29| 118,48 | 29,32
NS319
0,287|32,700| 195 |0,032| 4,84 62 21 35 77 35,33 | 36,00 | 7,92
rSSRY319
0,214|22,907| 196 |0,029| 3,59 71 26 16 83 64,00 | 64,56 |14,77
SSRY123
0,091| 9,193 | 198 |[0,020| 2,11 77 10 8 103 |132,55| 131,58 | 33,41
rSSRY180
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Grupo 14

Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY191
0,266 29,582 | 177 |0,033| 4,62 52 29 18 78 38,92 | 37,95 | 8,79
SSRY63
Grupo 15
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY103
0,277 |31,232| 184 |0,033| 4,76 64 13 38 69 36,54 | 41,07 | 8,22
SSRY303
0,186 19,529 199 |0,028| 3,20 95 14 23 67 78,52 | 77,50 |18,40
rSSRY67
Grupo 16
Locus r d N sr sd a b C d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY112
0,215|23,009| 172 |0,031| 3,84 78 4 33 57 55,84 | 64,06 |12,88
rSSRY50
Grupo 17
Locus r d N sr sd a b c d chi2L | chi2ind | LOD
SSRY151
0,280|31,611| 193 |0,032| 4,70 63 28 26 76 37,44 | 37,03 | 8,41
SSRY152
RESUMEN MAPA
Promedios 0,2 19,9 | 1953 | 0,0 3,3 74,4 | 139 | 21,6 | 854 84,9 86,3 21,0
Sumatoria 6,4 | 696,0 |6837,0| 0,9 |115,6|2605,0|486,0|757,0|2989,0|2970,2| 3019,0 | 734,6
Maximo 0,3 34,4 | 210,0 | 0,0 51 | 116,0 | 31,0 | 51,0 | 125,0 | 199,1 | 199,1 | 57,4
Minimo 0,0 1,0 172,0 | 0,0 0,7 43,0 0,0 2,0 57,0 31,0 31,2 6,9
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Anexo F. Genotipos con alto potencial genético para generar el segundo ciclo de
retrocruzamiento

Marcadores asociados Caracteristicas fenotipicas
N o o o™ =

S 89583 8 32 m

a > > > > > > > Q = 0

b X ¥ ¥ ¥ ¥ x x|a o 0O = x o xx O

n n nu n nun n n ol 9L n < < DO L 0

W 0 0 0 0 0 nl0o = W - O a i I o
B1PD280-217 H HH A A A A A|00421 2 1 1 0 2 4 35
B1PD280-272 H H HHH A A A|00412 0 2 1 1 4 4 35
B1PD280-85 H HHUH H H H H|00404 1 2 1 0 2 - 80
B1PD280-142 H H A H A HH H|00403 3 2 1 0 4 36,0
B1PD280-103 A - HHH H A A|00390 1 2 1 0 4 - 35
B1PD280-83 H H A HHHH H|0037 1 2 1 0 4 - 30
B1PD280-40 H A A A A HH H|003834 1 2 1 0 2- 43
B1PD280-232 H HHUH HH A A|003834 2 1 1 0 3 227
B1PD280-18 A A HHAAUHHI|O0382 2 2 1 1 3 2-
B1PD280-102 H A A A A A H - (0031 3 2 1 0 3- 25
B1PD280-226 A A HHUHHHHI|OO3%9 1 1 1 0 2 227
B1PD280-5 H HH A A A A A |00 377 - 1 2 0 4 4 -
B1PD280-256 H HHMH A HH H|OO377 1 2 1 0 5 320
B1PD280-158 A A HA H A H A|00369 1 2 1 0 4 450
B1PD280-208 H H A HH HH HJ|O00363 1 1- 1 3 450
B1PD280-29 H HHAAMHMH A|00362 1 2 1 0 3 157
B1PD280-265 A HHAAAAA AIO00O37 1 1 1 0 5 333
B1PD280-229 H A A A HAHMHI|O0O0351 1 2 1 0 3 433
B1PD280-49 H HAAHAMHHI|O0343 1 2 1 0 2 268
B1PD280-8 H A HHHHA A|00341 2 2 2 0 4 150
B1PD280-35 H H A H HH - H|00 34,0 - 2 1 1 5 325
B1PD280-150 H HHH - HH H|00336 1 2 1 0 2 1140
B1PD280-11 H H A HHAH H|00331 1 2 1 1 3 26,0
B1PD280-151 H A A HHMHHHI|O00331 2 2 1 0 5 325
B1PD280-21 A A A A HAH HI|O00313 2 1 1 0 2 427
B1PD280-9 A HA HMHUHH HI|O0030,7 2 2 1 1 3 349
B1PD280-138 H HA A HHH H|O00 304 - 1 1 0 3 150
B1PD280-19 A HA HHA - HI|00289 1 2 1 O - 1 -
B1PD280-41 H A HHHAMH A|00280 1 2 1 0 2 26,7
B1PD280-127 A A HHHHAAIOO2265 1 1 1 0 3 415
B1PD280-116 H A A A HAHHI|05435 1 2 1 0 5 357
B1PD280-61 H A HAHA - AJ|10364 1 2 1 0 3 - 53
B1PD280-14 A HHHHHA A|10340 1 1 1 O - 2 -
B1PD280-90 H HAAAMHMHA|1,7386 1 1 1 0 5- 30
B1PD280-92 H A HHHAH A|2530 3 2 1 0 4- 55
B1PD280-96 A A HHHHMHMHI|I25390 1 1 1 0 3- 40
B1PD280-248 H HA A A A HH|256375 1 2 1 0 4 340
B1PD280-98 H HA A A HMHH|282368 2 1 1 0 5- 30
B1PD280-206 H HH A H A H H|39 327 1- - 1 4 280
B1PD280-100 H - H H H A - A |50410 2 1 1 0 3 - 50




