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Resumen

El cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz), se considera de gran importancia para la
seguridad alimentaria debido a que es la cuarta fuente de energia mas importante para
millones de personas de paises tropicales. El objetivo de este estudio fue caracterizar 236
genotipos de yuca para contribuir a la comprensién de la diversidad fenotipica de la yuca,
mediante la determinacion de las propiedades nutricionales y de calidad comercial en
raices y hojas. Tambien se identific regiones en el genoma de la yuca que controlen la
variacién del contenido de cianuro usando la metodologia de asociacibn de genoma
completo (GWAS). Estos genotipos pertenecen a siete diferentes centros de diversidad
(Amazonas, Andina, Sabana, Mesoamérica Caribe, Bosque Atlantico Himedo, Bosque
Atlantico seco y Selva tropical de América del Sur) que corresponden a centros de
domesticacion del genero Manihot. Como resultado se identificaron 10 genotipos con alta
materia seca, tolerancia al deterioro fisiolégico poscosecha, bajo cianuro y buena calidad
culinaria en sus raices, parametros que cumplen con los criterios de preferencias de los
consumidores y las exigencias del mercado. También, se encontr6 que las hojas de yuca
evaluadas fueron buena fuente de carotenos, proteina y aminoacidos como: valina,
leucina, fenilalanina y lisina. Esta caracterizacion fenotipica permitié localizar en el
cromosoma 13y 11, cuatro SNPs significativamente asociados con el contenido de cianuro
gue se ubicaron cerca de los genes Manes.13G079400, Manes.13G078400,
Manes.13G084300, Manes.11G104200 y Manes.11G104100. Este estudio permitié
obtener una importante informacion fenotipica de la diversidad genética util para ser
aprovechada en el mejoramiento de genotipos de yuca que se adapten a los nuevos

requerimientos de productividad futura, nutricién y el medio ambiente.

Palabras clave: yuca, cianuro, calidad poscosecha, diversidad genética, GWAS
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Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered of great importance for food security
because it is the fourth most important source of energy for millions of people in tropical
countries. The objective of this study was to characterize 236 cassava genotypes to
contribute to the understanding of the genotypic diversity of cassava, through the
determination of nutritional parameters and commercial quality parameters in roots and
leaves. Also, regions in the cassava genome associated with the cyanide content variation
were identified using using the methodology of genome wide association (GWAS). These
genotypes were grouped into seven diversity centers (Amazon, Andean, Savannah,
Mesoamerica Caribbean, Humid Atlantic Forest, Dry Atlantic Forest and Tropical Rainforest
of South America) that correspond to zones of domestication of the Manihot genus. As a
result, 10 genotypes were identified with high dry matter, tolerance to postharvest
physiological deterioration, low cyanide content and good culinary quality. The previous
parameters meet with consumer preferences and market demands. Also, it was found that
the cassava leaves evaluated were a good source of carotenes, protein and amino acids
such as: valine, leucine, phenylalanine and lysine. The GWAS study allowed to associate
the characteristics of the 236 genotypes with regions in the cassava genome, locating on
chromosome 13 and 11, four SNPs significantly associated with the cyanide content that
were near the Manes genes.13G079400, Manes. 13G078400, Manes.13G084300,
Manes.11G104200 and Manes.11G104100. This study allowed to obtain an important
phenotypic information of the cassava genetic diversity useful to be exploited in the
improvement of cassava genotypes that adapt to the new requirements of future

productivity, nutrition and the environment.

Keywords: Cassava, Cyanide, Post-harvest quality, Genetic diversity, GWAS
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Introduccion

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo perenne nativo de América tropical, con
su centro de origen, en el noreste y centro de Brasil (Hillocks, Tresh y Bellotti, 2002). Se
cultiva en regiones tropicales y subtropicales desde el nivel del mar hasta altitudes de 1.800
msnm (Alarcon y Dufour, 1998). Un cultivo capaz de soportar enfermedades y sequia,
puede crecer en suelos deficiente en nutrientes. Por lo tanto, se cultiva y se consume,
donde la pobreza y la malnutricion es significativa. Segin FAOSTAT en 2014, la
produccion mundial de yuca fue 281,7 millones de toneladas en donde los principales
paises productores fueron: Nigeria (52.403.500 Ton), Indonesia (24.009.600 Ton),
Tailandia (21.912.400 Ton). Colombia ocupé el puesto 39 con una produccion anual
2.264.460 Ton.

Las raices de yuca se consideran de gran importancia para la seguridad alimentaria debido
a que es uno de los alimentos de mayor fuente de energia en la dieta alimentaria del
mundo, mientras que las hojas de yuca son un subproducto poco utilizado en la
alimentacion humana a pesar de que son fuente de proteinas, aminoacidos, vitaminas y
minerales (Bradbury y Denton, 2014). La utilizacién de hojas de yuca en el consumo
humano y animal se da principalmente en paises de Africa central donde se cultivan todo
el afio (Achidi, Ajayi y Bokanga et al., 2005) y también se utiliza en la alimentacién animal

en paises como Brasil, Perq, Indonesia, Thailandia y Nigeria.

El consumo de raices y de hojas de yuca en grandes cantidades puede ser desventajoso
si tiene alto contenido en compuestos cianégenicos, lo cual puede ser causa de
intoxicacion por cianuro (Nhassico, Muquingue y Acantilado et al., 2008), por eso esta
investigacion busca caracterizar y seleccionar genotipos de Manihot esculenta Crantz por
parametros de calidad poscosecha en hojas y raices, estableciendo asociaciones
genéticas. Desafortunadamente la determinacién de la variabilidad genética para las
caracteristicas de calidad poscosecha de hojas y raices de yuca son limitadas en Manihot
esculenta Crantz. Por lo tanto, se requiere identificar genotipos de yuca que expresen
contenido diferencial y significativo en el contenido de compuestos carotenoides,

proteinas, aminoacidos esenciales y compuestos ciandgenicos, de tal forma que permita
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la obtencién de nuevas fuentes de genes, que promueva la posibilidad, de direccionar
programas de mejoramiento genético y lograr realizar el seguimiento a la segregacion
genética haciendo uso de las herramientas moleculares y que permita obtener genotipos
mejorados haciendo uso del mejoramiento convencional asistido por marcadores

moleculares.

No obstante, los avances recientes en las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) han hecho que el andlisis de asociacion del genoma basado en el
desequilibrio de ligamiento (GWAS) sea una herramienta favorable para mapear rasgos
complejos en plantas superiores (Davey y Blaxter, 2010). Ahora es practico usar
plataformas de genotipado de alta densidad como secuenciacion GBS para generar
rapidamente millones de puntos de datos de marcadores que se distribuyen a lo largo de
un genoma para facilitar la mejora genética en las plantas (He et al., 2014) . Por ejemplo,
Owens et al.,, 2014 y Suwarno et al., 2015 han utilizado estas plataformas NGS para
identificar polimorfismos relacionados con el aumento del contenido de carotenos en el
maiz, lo que sin duda proporciona una base para la biofortificacion sistematica de
provitamina A. Con mas del 97% del genoma de la yuca secuenciado (Prochnik et al.,
2012), ahora es posible utilizar GBS (Elshire et al., 2011) y GWAS (Oliveira et al., 2012)
para anclar con precisién polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) vinculado a los rasgos
de interés. De hecho, estas plataformas hacen que sea facil inferir funciones de tales
polimorfismos basados en anotaciones de las regiones gendmicas donde estan
posicionadas. Rab et al., 2014 utilizaron los datos de SNPs generados a partir de la
plataforma GBS para desarrollar un mapa genético de alta resolucién que identifico las
regiones gendémicas de la yuca que controlan la resistencia a los geminivirus de mosaico

de la yuca.

Es en este contexto, que con este estudio se requiere identificar nuevas fuentes de genes
a partir de: a) 236 genotipos de yuca con contenido significativo y contrastante de materia
seca, compuestos ciandgenicos y susceptibilidad al deterioro fisiolégico pos cosecha. b)
112 genotipos de yuca que expresen contenido diferencial y significativo de proteinas,
carotenos y aminoacidos en sus hojas. ¢) 73 genotipos de yuca que expresen

caracteristicas de calidad (fisicoquimica y funcional) en sus harinas y almidones.
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1.1. Objetivo General

Evaluar propiedades nutricionales y calidad comercial en hojas y raices de clones de yuca

pertenecientes a siete centros de diversidad

1.2. Objetivos Especificos

0/
0'0

R/

0'0

0/
0'0

Caracterizar raices de yuca por el contenido de materia seca, compuestos
cianégenicos, susceptibilidad al deterioro fisiolégico pos cosecha y tiempo de
coccion

Evaluar pardmetros fisicoquimicos y funcionales en harinas y almidones obtenidos
de los clones de yuca.

Caracterizar hojas de yuca por su contenido en proteinas, cianuro, carotenos y
aminoacidos.

Identificar regiones en el genoma de la yuca asociadas con el parametro de calidad

contenido de cianuro empleando el método de GWAS.

1.3. Formulacion de la hipoétesis

Ho: No es posible identificar regiones en el genoma relacionadas con el parametro
de calidad contenido de cianuro empleando el método de GWAS.
Ha: Es posible identificar regiones en el genoma relacionadas con el parametro de

calidad contenido de cianuro empleando el método de GWAS.






Marco de referencia

2.1. El cultivo de Yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una especie de raiz amilacea que se cultiva en los
tropicos y los subtrdpicos, originaria de América tropical y perteneciente a la familia de las
Euforbiaceas (Alarcon y Dufour, 1998). Es un arbusto perenne de tamafio variable, que
puede alcanzar los 3 m de altura. Su tallo es cilindrico y el diAmetro oscila entre 2 y 6
centimetros. Las hojas son largas, gruesas, rigidas y ensiformes. Sus flores son pequefas.
La raiz es un tubérculo alargado, tiene una corteza externa de aspecto lefioso y una interna
gue es de color blanco o rosado. El rendimiento de raices por planta suele ser de 1-3 kg,

pudiendo llegar en dptimas condiciones hasta 5 -10 kg/planta (Cock, 1983).

Figura 0-1: Cultivar de yuca (Autor)

La yuca es la cuarta fuente mas importante de calorias en los trépicos, después del arroz
cafia y el maiz. Este cultivo de raices voluminosas y sumamente perecederas es tolerante
a la sequia y a los suelos degradados, tiene gran rendimiento por hectarea y una gran
flexibilidad para la siembra y la cosecha. Miles de personas dependen de la yuca en Africa,

Asia y América Latina. (FAO, 2008). La yuca se clasifica en variedades dulces y amargas,
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de acuerdo al contenido de cian6genos (HCN). El 60% de peso en fresco de la raiz es
agua, el 34.9% carbohidratos y 1.2% de proteinas. (Montalvo y Gunz, 1983).

Segun las estadisticas de la FAO en 2014, los principales paises productores de yuca
fueron: Nigeria (52.403.500 Ton), Indonesia (24.009.600 Ton) y Tailandia (21.912.400
Ton). Mientras que Colombia ocupé el puesto 21 con una produccién anual 2.264.460
Toneladas. En Colombia, el cultivo de yuca se comercializa en cuatro canales de
distribucion segun sus usos principales: raiz fresca y procesada para consumo humano,
insumo en la industria alimenticia, materia prima en la industria productora de alimentos
balanceados para animales y como producto intermedio en la industria no alimenticia.
(Banco de la Republica de Colombia, 2012).

2.2. Hojas de yuca

Las hojas jovenes o tiernas de la yuca se utilizan para el consumo humano en paises como
Indonesia, Filipinas, Malasia y en la region de Africa subsahariana (Latif y Miller, 2015).
Estas hojas contienen hasta un 25% de proteinas y son una valiosa fuente de vitaminas,
B1y B2, carotenoides, fésforo, magnesio, potasio y calcio (Siqueira et al., 2007; Ravindran
y Ravindran, 1988). También, se ha reportado que las hojas de yuca contienen vitamina C
hasta 742 mg por 100 g de hojas frescas (Lancaster y Brooks, 1983).El precio en el
mercado de las hojas de yuca en las zonas en las que se consumen suele ser superior al

de las raices.

Figura 0-2: Fotografias de hojas de yuca de diferentes genotipos (Autor)

Las hojas de yuca son ricas en proteinas, pero esta proteina es limitante en los

amino&cidos que contienen metioninay cisteina (Bradbury y Denton, 2014). En 1976, Yeoh
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y Chew evaluaron el contenido de proteina de seis variedades de yuca que variaron desde
242 hasta 953 kg por hectérea, el total de aminoacidos varié desde 8,42 hasta 9,4%,
mientras que los aminoacidos esenciales variaron en promedio 4,21% y el 0,25%.

Las hojas de yuca contienen ciertas cantidades de glucésidos cianogénicos y linamarina
gue se divide por la enzima linamarasa presente en las hojas para producir cianohidrinas
gue se descomponen aun mas por la enzima hidroxinitriloliasa para obtener el cianuro de
hidrégeno (HCN) y una cetona (Bradbury y Denton, 2011). Estos compuestos anti-
nutricionales son metabolitos secundarios producidos por las plantas como método de
defensa contra insectos, animales herbivoros, hongos y virus (Araujo, 2008). El contenido
de cianuro en las hojas es mal alto que el encontrado en la raices, por esto para su
consumo es necesario que pasen por procesos de lavado, picado, molienda, o que se
hierven en agua con el fin de eliminar o disminuir el contenido de compuestos cianégenicos
a nivel no toxicos que permitan su consumo (Bradbury y Denton, 2011; Lancaster y Brooks,
1983; Ngudi, Kuo y Lambein, 2003).

2.3. Raices de yuca

El contenido de proteina en las raices de yuca es aproximadamente del 1 al 2% del
contenido total en base seca. También, las raices de yuca contienen del 30 al 40% de
materia seca, esto depende de factores como las condiciones climaticas donde se ha
sembrado el cultivo, la variedad y la edad de las raices al momento de la cosecha. El
almidon conforma el 90% de la raiz y la energia metabolizable de la yuca es de 3500 a
4000 Kcal /g. (Ceballos y De La Cruz, 2002). Las raices contienen cantidades significativas
de vitamina C, tiamina, riboflavina y niacina. Las raices de yuca cruda contienen ademas
linamarina y lotaustralina, dos glucésidos que se convierten en acido cianhidrico al entrar
en contacto con la linamarasa. La mayor concentracion de los compuestos ciandégenicos
se encuentran en la capa externa de la raiz, por lo tanto quitar la corteza de la yuca ayuda
a reducir el cianuro. El parénquima de yuca se lava, se troza o se hierve en agua, lo que
reduce aun mas los niveles de cianuro. Ademas, se puede reducir la toxicidad de las raices
de la yuca al molerla, rallarla y fermentarla. El consumo de yuca con alto contenido de
cianuro se ha relacionado con el bocio, el konzo y trastornos por carencia de yodo. (Cock,
J. 1983).
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Cascara Pulpa

Figura 0-3: Corte transversal de una raiz de yuca (Dominguez et al., 1983)

2.3.1. Almiddn de yuca

El almidén es el mayor componente en la raiz de yuca, sus granulos son redondos con
terminales truncados y de nucleo definido, su contenido proteico es muy bajo (0.1%), al
compararlo con la proteina existente en el almidon de arroz y de maiz (0.45% a 0.35%
respectivamente) (Aristizabal y Sanchez, 2007). El almidén de yuca contiene entre 16 a
17% de amilosa, 83-84% de amilopectina, 40% de cristalinidad, baja temperatura de
gelatinizacion y buena estabilidad del gel (Ospina et al., 2002) debido a esto se utiliza como
materia prima en la elaboracion de productos alimenticios e industriales. Su uso depende
de la proporcién de amilosa y amilopectina que determina la viscosidad, gelatinizacion,
textura, solubilidad del almidén. (FAO, 2006).

La raiz de yuca contiene mas almidén, por peso en seco, que casi cualquier otro cultivo
alimentario, y su almidén es facil de obtener con tecnologias sencillas. En América Latina
y el Caribe esta creciendo la produccion comercial de almidén de yuca, con una fuerte
tendencia a la produccion de almidones modificados e hidrolizados, que obtienen precios
mas altos. Sin embargo, la extraccion de almidén representa una parte muy pequefia del
total de la produccion de yuca. (FAO, 2006)

La obtencion de almidon agrio o fermentado de yuca tiene las mismas etapas de
produccion del almidén nativo, con la diferencia de que incluye una etapa de fermentacion

previa al secado al sol, lo que le da a este almidon propiedades de expansion en el
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horneado. El almidén agrio tiene caracteristicas especiales de sabor, textura y olor que
son deseables en la panificacion. Se emplea en la elaboracién de productos horneados
como pandebono, pandeyuca y bocadillos tales como rosquillas (Alacén y Dufour, 1998).

También, existe el almidon waxy o libre de amilosa de yuca. Segun Sanchez et al., 2010,
la falta de amilosa en el almiddn significa que gelatiniza facilmente; obteniéndose pastas
claras con viscosidades mas altas. Esto autores compararon las propiedades funcionales
del almidén Waxy AM206-5 de yuca frente al almidén de yuca normal, encontrando que la
longitud de onda de méxima absorcion (Amax) fue 535 nm frente a 590nm; el poder de
hinchamiento fue de 54,7% frente a 40%; la solubilidad a 90°C fue de 8,8% frente a 7,3%,
las propiedades de la pasta (RVA 5%) la viscosidad maxima fue de 1119 cP frente a 954
cP. También, Sanchez et al., 2010, descubrieron que la sinéresis en las geles del almidén
waxy de yuca se mantienen en condiciones de refrigeracion hasta por cinco semanas, esto

lo convierte en un ingrediente prometedor para alimentos refrigerados o congelados.

2.3.2. Harinade yuca

Segun la norma del Codex Stan 176-1989, la harina de yuca es un producto blanco y fino,
gue se obtiene de la raiz de yuca Manihot esculenta Crantz, con un proceso de
pulverizacion, secado y molienda, seguido del cernido para separar la fibra de la harina.
Los parametros de calidad especifican el contenido de humedad méximo de 13% p/p, y el
contenido de acido cianhidrico no debe exceder al0 mg / kg.

La harina de yuca, (Manihot esculenta Crantz) contiene ademas de almidén, azdcares y
fibora que lo convierten en un buen sustituto de la harina de trigo, en productos de
panificacion, condimentos, pastas y embutidos. Ademas, se emplean como insumos en la
elaboracion de alimentos balanceados para animales. El interés de los productores de
alimentos por sustituir en ciertos porcentajes la harina de trigo, por el empleo de la harina
de yuca, se ha ido incrementado en los Ultimos afios, debido al aumento en los precios del
trigo a nivel mundial; generado por la pérdida de cultivos, costos en aranceles y el cambio

climéatico.

En Colombia, la harina de yuca se usa en tortas, pan, galletas, bufiuelos, purés, salsas,
rosquitas, harinas, aperitivos o snacks, croquetas y arepas precocidas que se congelany

posteriormente se consumen fritas (Aguilera, 2012).
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2.4. Preferencias de los consumidores y parametros de

calidad de poscosecha en raices y hojas de yuca

Con base en la bibliografia, se identifico los posibles parametros de calidad que los
consumidores podrian considerar al comprar y consumir raices y hojas de yuca. Los cuales

se describen y definen a continuacion:

a. Contenido de compuestos cianégenicos (HCN)

Entre los mecanismos de defensa de las plantas se encuentra la sintesis de sustancias
potencialmente téxicas. Algunas plantas como la yuca sintetizan glucésidos que liberan
acido cianhidrico por un proceso enzimatico cuando se dafian mecanicamente. Los
glucésidos ciandgenicos tienen como estructura general, un grupo nitrilo unido a un
carbono que tiene unido a su vez un azucar mediante un enlace glicosidico y dos grupos

distintos que varian dependiendo de cuél sea el glucésido (CODEX, 2013).

Las plantas de yuca, incluidas las raices, también contienen la enzima linamarasa que
descompone los glucésidos cianogénicos para liberar cianhidrinas, que se disocian a bajos
niveles de acidez para producir acido cianhidrico. El acido cianhidrico es un compuesto
inestable que se evapora rapidamente en la atmdsfera a una temperatura de 28°C y se
disuelve con rapidez en el agua. Se puede eliminar facilmente durante el transporte, el
almacenamiento y el analisis de las muestras. El consumo de grandes cantidades de
cianégenos proveniente de las raices y hojas de yuca mal procesados puede conducir a la
intoxicacion con sintomas de dolor de cabeza, nauseas, mareos, diarrea, voémitos y
algunas veces la muerte (Nhassico, Muquingue y Acantilado et al., 2008; Cardoso, Mirione
y Massaza et al., 2005).

Las variedades con alto contenido de HCN en hojas y raices de yuca son mucho mas
comunes que las variedades de bajo contenido en la mayor parte del mundo. Los
agricultores cultivan los genotipos de alto contenido de HCN para la obtencién de harinas
y almidones y los genotipos con bajos niveles de HCN se destinan al consumo en fresco
para coccion. Como no se han encontrado genotipos sin cianuro, la estrategia de los
programas de mejoramiento se ha centrado principalmente en la reduccion a niveles bajos

en lugar de la eliminacion completa (Hershey, 1993).



Marco de Referencia 11

b. Deterioro fisiolégico poscosecha (DFP) en raices de yuca

Una de las limitaciones para aumentar el consumo de yuca es la dificultad de conservar
las raices después de la cosecha (Zainuddin et al., 2017). Visualmente, DFP se caracteriza
por una decoloracion azul, negra o marrén del parénquima vascular, que comienza a
aparecer dentro de las 24-72 h de la cosecha, en forma de anillo en la periferia de la pulpa,
la cual se observa en cortes transversales de la raiz. (Reilly et al., 2004). El deterioro
poscosecha puede ser prevenido con el uso de buenas practicas de cosecha que eviten
los dafios ya que las raices sanas permanecen sin deteriorarse durante un tiempo
considerablemente mas largo en comparacion con las raices heridas o golpeadas
(Aristizabal y Sanchez, 2007). La coloracion tipica del deterioro fisiologico se debe a la
presencia de pigmentos de taninos, cuya formacion esta relacionada con la presencia en
los tejidos de un compuesto fendlico llamado escopoletina (Bayoumi et al., 2008). Dicho
compuesto generalmente no se encuentra en las raices frescas o, si lo hay, estd en muy
bajas concentraciones; sin embargo, a las pocas horas de la cosecha su concentracion
aumenta considerablemente (Uarrota et al., 2015).

Figura 0-4: Comparacién del genotipo TAI1 de bajo DFP y del genotipo COL 2253 de alto DFP
(Autor)
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c. Tiempo Optimo de coccion y calidad culinaria de las raices de

yuca.

La calidad sensorial de las raices de yuca es un factor importante para la aceptacion de
nuevos cultivares mejorados por parte de los agricultores y consumidores finales (Padonou
et al.,, 2005). Para los consumidores, una buena yuca tarda entre 15 y 20 minutos en
cocinar después de hervir. En la olla a presion, solo deberia tomar 5 minutos (Hershey,
1993). En cuanto al sabor, el contenido de cianuro vuelve amarga las raices hervidas. Con
respecto a la textura, la friabilidad o la harinosidad es el atributo de calidad mas importante
de la yuca hervida (Favaro et al., 2008; Ngeve, 2003). La friabilidad parece estar
relacionada con las propiedades funcionales del almidén, como la viscosidad, el potencial
de cianuro y el contenido de agua en la raiz (Padonou et al., 2005) Algunas variedades de
yuca se consideran dulces, mientras que otras tienen un sabor mas neutral. La yuca se
considera fibrosa cuando algunas hebras son dificiles de masticar, esta es una

caracteristica indeseable y es muy dificil de detectar visualmente (Franck et al., 2011)

"COL 1516

ITiempo optimo de coccion

IND 129

Tiempo optimo de coccion

Figura 0-5: Fotografias de dos genotipos con tiempo de coccidon menor a 20 min (Autor)

d. Contenido de almidén o materia seca en las raices de yuca

La materia seca (MS) puede variar de aproximadamente 15% a 45%, dependiendo del
genotipo y las condiciones ambientales (Sdnchez, 2013). Las industrias procesadoras de
almidon y harina de yuca consideran el contenido de materia seca en las raices como un

criterio clave de aceptabilidad. La materia seca tiene una heredabilidad de sentido estrecho
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moderadamente alta. La amplia variacion genética parece estar disponible en variedades
locales de la mayoria de las regiones (Morante et al., 2010). El contenido de materia seca
se midi6 a lo largo de las raices y vari6 de 14.1 a 51%. MS tendia a ser menor en el centro
de la raiz y en las secciones distales. También, afecté la homogeneidad de la matriz de
alimentos y, por lo tanto, contribuy6 en la variacion espacial en la retencion de carotenoides
(Ceballos et al., 2012)

e. Contenido de compuestos carotenoides en hojas de yuca
Los carotenos son moléculas precursoras de la vitamina A de color amarillo que existen
en las plantas y algunas veces su color puede estar enmascarado por el pigmento vegetal
verde clorofila, que con frecuencia se encuentra en intima asociacion con los carotenos.
Hay diversos tipos de carotenos. Uno de ellos, es el all-trans-B-caroteno, el cual es la
fuente mas importante de vitamina A en las dietas de la mayoria de las personas. (FAO,
2002). La FAO y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomiendan el consumo de
750 pg de Vitamina A por dia para adultos, las madres lactantes necesitan 50 por ciento
mas Yy los nifios cantidades menores. La ingesta de vitamina A reduce la mortalidad en
bebés y en nifios de ciertas poblaciones, reduce las muertes en los casos de sarampion,
funciona como antioxidante liposoluble y aumenta la eficiencia del sistema inmunolégico y
cardiovascular, su carencia provoca ceguera y otros problemas en los tejidos epiteliales.
(Guzman, Hernandez y Ortega et al., 2009; Northrop Clewes y Thurnham, 2002). Tanto las

raices como hojas de yuca son fuente de compuestos carotenoides.

f. Contenido de proteinay aminoacidos en hojas y raices de
yuca

Las proteinas son biomoléculas organicas de alto peso molecular que estan formadas por
carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N), fésforo (P), azufre (S), y con cierta
frecuencia hierro (Fe) y magnesio (Mg), entre otros. Las proteinas pueden sufrir
desnaturalizacién debido a que factores como el pH, la temperatura, radiaciones y
detergentes, entre otros, actian alterando los enlaces normales de la proteina, causando

la pérdida de su forma y por lo tanto, también de su funcion. (Fennema, 2000).

Las proteinas son necesarias para el crecimiento y la reparacion de los tejidos corporales,
también son el principal componente estructural de las células y tejidos. Las proteinas son

necesarias para el crecimiento y el desarrollo corporal, para el mantenimiento y la
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reparacion del cuerpo, y para el reemplazo de tejidos desgastados o dafiados, para
producir enzimas metabdlicas y digestivas como constituyentes esenciales de ciertas

hormonas, por ejemplo, tiroxina e insulina. (FAO, 2002).

Las proteinas son largas cadenas constituidas por un gran ndmero de subunidades
llamadas aminoacidos, los cuales estan formados por un carbono asimétrico al que se le
unen un grupo amino (-NH2), otro carboxilo (-COOH) y un grupo R que le da las
caracteristicas particulares a cada uno de ellos. (Fennema, 2000). Existen en la naturaleza
un gran numero de aminodcidos, pero solo veinte forman a las proteinas, nueve de estos
no pueden ser sintetizados por las células, por lo tanto, tienen que ser ingeridos en los
alimentos y se les conoce como aminoacidos esenciales, el resto son los aminoacidos no

esenciales, ya que las células pueden elaborarlos. (Arboledas, 2011).

El rendimiento de proteina fue de 1334 kg / ha en Nigeria. En peso fresco, se informé que
el contenido de proteina era 4.0-9.6% mientras que era 20.6-36.4% MS (Lancaster &
Brooks, 1983). Por tanto, las hojas de yuca ofrecen un gran potencial para la extraccion de

proteinas.

2.5. Marcadores moleculares

Un marcador molecular es un fragmento de ADN que por si solo, o combinado en
alineaciéon con otros, puede ser fisicamente localizado dentro del genoma de un
organismo. Tales fragmentos pueden encontrarse cerca de un gen que codifica una
caracteristica de interés o en regiones que, sin ser codificantes, contienen caracteristicas
estructurales particulares. Una de las caracteristicas de los marcadores moleculares es
gue son especificos para cada individuo, grupo de individuos, especies 0 aun de grupos
sistematicos mayores, lo cual los convierte en herramientas Utiles para el andlisis tanto de

individuos como de poblaciones (Karp y Edwards, 1997).

Los marcadores moleculares estan basados en: (1) Técnicas de hibridacion de acidos
nucleicos: RFLPs (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion) y Minisatelites
0 (2) Técnicas de PCR (reaccién en cadena polimerasa): RAPDs (Amplificacion aleatoria
de ADN polimérfico), Microsatelites, AFLPS (Polimorfismos de longitud de fragmentos

amplificados)
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2.6. Marcadores de polimorfismo de nucleétido unico (SNPs)

Los marcadores de polimorfismo de nucleétido tnico (SNPs) corresponden a una variacion
en una sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) en una secuencia del
genoma y pueden originarse por transiciones o transversiones. En las transiciones es
sustituida una base por otra que pertenece a la misma categoria quimica (una purina por
otra purina o una pirimidina por otra pirimidina), mientras que en las transversiones ocurre

lo contrario (una purina por una pirimidina y viceversa). (Sachidanandam et al., 2001)

Los SNPs pueden estar presentes en regiones codificadoras o no codificadoras, asi como
en regiones intergénicas del genoma. Inicial-mente, estos polimorfismos se observaron en
regiones que codifican genes indispensables para la expresion de proteinas. Los SNPs
gue se encuentran al inicio de regiones que codifican proteinas pueden ejercer efectos
sobre varios eventos epigenéticos, splicing genético, sitios de union de los factores de
transcripcion, regulacién de promotores y RNAs no codificantes (Chavez y Martinez, 2010).

Figura 0-6: Marcador SNP (polimorfismo de un solo nucle6tido)
Fuente: Genetics, 2015 http://knowgenetics.org/snps/

2.7. Secuenciacion RAD

Secuenciacion Rad (secuenciacion de ADN asociada al sitio de restriccion) se desarrollo
como un método para el descubrimiento y genotipificacién simultdneos de decenas de

miles de marcadores genomicos (Baird et al., 2008). Puede usarse para analisis genéticos
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de poblaciones o para construir mapas genéticos. La secuenciacion RAD no requiere un
genoma de referencia y proporciona una forma econdémica de genotipificacién de
marcadores gendmicos. Recientemente, el método de secuenciacion de ADN asociado a
sitio de restriccibn (RAD-seq), que permite secuenciar rapidamente miles de regiones
homologas en cientos de individuos, con y sin genomas de referencia disponibles, se ha
aplicado para resolver relaciones filogenéticas (Herrera y Shank, 2015; Leaché et al.,
2015). El proceso RAD produce dos tipos de marcadores. Los polimorfismos de un solo
nucledétido (SNP) dentro del sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion conducen
a etiguetas RAD dominantes, mientras que los SNP bialélicos en secuencias adyacentes
al sitio de la enzima se descubren en los padres y se anotan co-dominantemente en la
progenie. Los SNPs son caracteristicas de ADN estables, heredables y abundantes, que
son marcadores preferidos para el mapeo de enlaces y los estudios de asociacion de todo

el genoma que requieren un gran numero de marcadores.

El proceso de RAD-seq fue descrito por Davey et al.,, 2011(Figura 0-7). (A) EI ADN
gendmico se cizalla con una enzima de restriccion de eleccion (Sbfl). (B) El adaptador P1
se liga a fragmentos cortados con Sbfl. El adaptador P1 esta adaptado del adaptador de
secuencia lllumina, con un identificador molecular (MID; CGATA en este ejemplo) y un
saliente del sitio de corte al final (TGCA en este ejemplo). (C) Las muestras de mdltiples
individuos se agrupan y todos los fragmentos se cortan aleatoriamente. Solo un
subconjunto de los fragmentos resultantes contiene sitios de restriccion y adaptadores P1.
(D) El adaptador P2 esta ligado a todos los fragmentos. El adaptador P2 tiene un final
divergente. (E) Amplificacion por PCR con cebadores P1 y P2. El adaptador P2 se
completara solo en los fragmentos ligados con el adaptador P1, por lo que solo estos
fragmentos se amplificaran por completo. (F) Las muestras agrupadas con diferentes MID
se separan bioinformaticamente y los SNP se llaman (C / G SNP subrayado). (G) A medida
gue los fragmentos se cizallan aleatoriamente, las secuencias finales emparejadas de cada

fragmento secuenciado cubrirdn una regién de 300-400 pb.

Becerra et al.,, 2015 han utilizado el 20% de las 6240 accesiones de yuca (Manihot
esculenta Crantz) del banco de germoplasma del Centro Internacional de Agricultura
Tropical — CIAT ubicado en Colombia, estas accesiones han sido seleccionados para el

comprender la diversidad genética del genero Manihot usando la informacion de
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georeferencia y la frecuencia de las variedades locales de yuca para programas de
mejoramiento en generacion de lineas de cultivo élite.

+ + « TAGCCTUCAGOCTACACGCTGAANRGACTGC . . . ACCCAGATTACAGACTCCTGCAGOCAG. «
+ + +ATCGGACGTCCGATGTGCGACTTITCTGACG. . . TGGGTCTAATGTCTGAGGACGTCCGTC. . .

A Sbfi Cut 1 Sbft Sbi

GECTACACGCTGAAAGACTGC. . .ACCCAGATTACAGACTCCIGCA
ACGTCCGATGTGCGACTTTCTGACG . . . TGGGTCTAATGTCTGAGE

MID

B COGATCTICGATATGCA
P1 adapter l GGCTAGAGCTAT Cut site
. lllumina overhan .
lllumina MID 9 MID lllumina
COGATCTCGATATGCAGGCTACACGCTGARAGACTGE « . . ACCCAGATTACAGACTCCTGCATATCGAGATCGG
GGCTAGAGCTAT ACGTCCGATGTGCGACTTTCTGACG . . . TGGGTCTAATGTCTGAGGACGTATAGCTCTAGCC
Sbl Sbfi
C Pool and Shear 1 :
lllumina MID Sbf Sbfl MID lllumina
CCGATCTCGATATGCAGGCTACACGCTGAARGAC 76C. . .ACCCA GATTACAGACTCCTGCATATCGAGATCGG
GGCTAGAGCTATACGICCGATGTGCGACTTTCTG ACG. . .TGGGT CTARTGTCTGAGGACGTATAGCTCTAGCC
AuAch‘-CCG’\
D P2 adapter e
TCTAGCGTCCT
ch;r
TCCTGCGATCTTGC . - . ACCCAAGATCG S
~AGCTAGAACG. . . TGGGET TCTAGCLTCCT
F
P2 adapter lllumina MID Shfl > Sbfl MID lllumina >

o )
TCCTGCGATCT CCGATCTCGATATGCAGGCTACACGCTGAAAGAC AGATC f»c' TCCTGCGATCTGATTACAGACTCCTGCA TATCGAGATCGGAGATCGS™
L_&GCT:\G}\ GGCTAGAGCTATACGTCCGATGTGCGACTTTCTG TCTAGCGTCCT r,.a-‘-:C'l‘hG:\cmmrcmm ACGTATAGCTCTAGCCTCTAGCGTCCT

s ¥ P2 adapter
Amplify with P1 primer | ccearcr
3 and full P2 primer | TCCTGCAGATCT

lllumina MID _ Sbfl Illumina
CCGATCTCGATATGCAGGCTACACGCTGAAAGAC AGATCGCAGGA

GGCTAGAGCTATACGTCCGATGTGCGACTTTCTG TCTAGCETCCT
CCGATCTCGATATGCAGGAGTCTGTAATCAGATCGCAGGA
GGCTAGAGCTATACGTCCTCAGACATTAG TCTAGCGTCCT

Sequence

F Humina MID Sbfl
MID ] GACGCTCTTCCGATCTCGATATGCAGGCTACACGCTGAARGAC G Squ—lOD&—»
CTGCGAGAAGGCTAGAGCTATACGTCCGATGTGCGACTTTCTG MID 1 —

NN E—
GACGCTCTTCOGATC TTCOAGTGCAGGCTACACGGTGAAAGAC MID 2 —————————
— SN SSS—
MID 2 CTGCGAGAAGGCTAGATC ACGTCCGATGTGCCACTTTCTG L ——
MID 3 1 — e—

GACGCTCTTCCGATCT A AL TTGCAGGCTACACGETGAAAGAC

_— e} —
MID 3 CTGCGAGAAGGCTAGA TACGTCCGATGTGCCACTTICTG MID 4 L ee——  SESS—
MID
MID 4 GACGCTCTTCCGATCTGAAGCTGCAGOCTACACGC TGAMGAC < ~400b +
CTGCGAGAAGGCTAGACTTCGACGTCCGATGTGCGACTTTCTG =

Figura 0-7: Ejemplo proceso de RAD-seq (Davey et al., 2011)

Becerra et al., 2015, utiliz6 NGSEP y SNPs para construir loci a partir de secuencias de
corta duracién, como las generadas en la plataforma de illumina. EIl NGSEP se desarrollo
para trabajar con datos basados en enzimas de restriccion, como RAD-seq con el propdsito
de realizar genémica poblacional y filogenia. En total, se obtuvieron 18,286 SNPs a partir
de 292 razas nativas de yuca, obteniendo asi siete subpoblaciones (Amazonas, Zona

Andina, Sabana, Mesoamérica caribe, Selva tropical de América del Sur, Bosque atlantico
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seco y humedo). Los enfoques de secuenciaciébn de nueva generacion nos han
proporcionado un nuevo nivel de comprension de como la yuca puede haberse
domesticado en América Latina. A partir de este estudio hemos seleccionado 236
genotipos clasificados en los siete centros de diversidad para realizar la caracterizacion

por propiedades nutricionales y de calidad comercial en hojas y raices.

Mesoamérica
Caribe

P

V| R L Sabana

3

. -]
BRAGOGRAIZE =2l

Bosque
Atlantico
seco

Amazonas

Bosque Atlantico
Humedo

Figura 0-8: Centros de diversidad del genero Manihot. Arbol filogenético. (Becerra Lopez-
Lavalle et al., 2015).
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Figura 0-9: Localizacion de los genotipos en los centros de diversidad de yuca. (Becerra
Lopez-Lavalle et al., 2015).

2.8. Estudio de asociacion del genoma completo (Genome-
wide association study, GWAS)

El estudio de asociacion del genoma completo GWAS es una técnica que permite
investigar numerosas regiones del genoma y detectar un ndamero considerable de
marcadores genéticos tipo SNPs y por medio de estos se han identificado asociaciones
estadisticamente significativas entre cientos de genes y caracteres de interés (Wu et al.,
2015). Otra definicion para el GWAS corresponde a un analisis para la determinacion de
variacion genética en el genoma de un organismo vivo con el propésito de identificar su
relacion con una caracteristica deseable. Los GWAS suelen centrarse en asociaciones
entre los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y caracteristicas deseables.
(Kabesch, M. 2010).
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Un estudio de asociaciéon del genoma es un enfoque que involucra marcadores
moleculares a través genomas completos, para encontrar variaciones genéticas asociadas
con un rasgo en particular. Para ello se deben estudiar una gran cantidad de individuos,
de modo que se puedan comparar datos genéticos entre ellos. De este modo, al comparar
los datos genéticos obtenidos de las secuenciaciones de los genomas de diferentes
individuos, podemos hallar genes ligados a caracteres (Pantalido et al., 2016). Por ejemplo,
podemos contrastar como quiza se produce la aparicion de uno o varios SNPs (variacion
de un sélo par de bases) o una delecién, repeticion, etc. en una secuencia del genoma
siempre que aparece el mismo fenotipo, pudiendo asi concluir que este cambio a nivel
genético se corresponde con un rasgo. (National Human Genome Research Institute —
NIH, 2015). GWAS es, por lo tanto, una forma eficiente de descubrir la arquitectura
genética de rasgos complejos y una herramienta poderosa para el cultivo (Rebolledo et al.,
2016)

En la bibliografia ya se reportan estudios de la utilizacion de GWAS para el mejoramiento
de parametros de calidad poscosecha en plantas, por ejemplo se utilizé una aplicacion
practica de GWAS para diseccionar la base genética de rasgos nutricionales en yuca como
el contenido de carotenos en raices (Esuma et al., 2016). También, estudios de GWAS se
llevaron a cabo para mapear loci de rasgos cuantitativos (QTL) asociados con los
contenidos de zinc y hierro en cebada (Gyawali et al., 2017). Bonnafous et al., 2017
utilizaron GWAS para identificar regiones genémicas asociadas con el tiempo de floracion
en hibridos de girasol. Utilizaron un panel de 452 hibridos de girasol, que corresponde al
cruce incompleto entre 36 lineas masculinas y 36 lineas femeninas, se fenotipé en cinco
entornos y se genotipd para 2.204.423 SNP. Se identificaron trece loci de rasgos
cuantitativos en total. Se realiz6 un estudio de GWAS en donde se caracterizaron 166
cultivares de trigo en China para identificar regiones en el genoma relacionados con

variaciones en el tamafio de granulos de almidon (Li et al., 2014).
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Capitulo 1

Caracterizacion por propiedades nutricionales y
de calidad comercial en raices de yuca
pertenecientes a siete centros de diversidad

Resumen

Las raices de yuca se consideran de gran importancia para la seguridad alimentaria debido
a que son uno de los alimentos de mayor fuente de energia en la dieta alimentaria. Este
estudio busca caracterizar genotipos de yuca Manihot esculenta Crantz para contribuir a
la comprension de la diversidad fenotipica de la yuca, mediante la determinacion de las
propiedades nutricionales y de calidad comercial de 236 genotipos de yuca pertenecientes
a siete diferentes centros de diversidad. Como resultado se encontré 10 genotipos con alto
contenido de materia seca, tolerancia a deterioro fisioldgico pos cosecha, bajo contenido
de compuestos ciandégenos y buena calidad culinaria, parametros que cumplen con los
criterios de preferencias de los consumidores y las exigencias del mercado. La
caracterizacion de los siete centros de diversidad permiti6 obtener una importante
informacion fenotipica de la diversidad genética Util para ser aprovechada en el
mejoramiento de genotipos de yuca que se adapten a los nuevos requerimientos de

productividad futura, nutricion y el medio ambiente.
Palabras claves: Mejoramiento, Materia seca, Cianuro, Deterioro fisiolégico, Coccion.
Abreviaciones

MS: Contenido de materia seca; HCN: Cianuro; DFP: Deterioro Fisiolégico pos cosecha

Bs: Base de peso seco
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1. Introduccién

El género Manihot, familia Euphorbiaceae se compone de 98 especies distribuidas desde
Arizona a la Argentina y en las Indias Occidentales (Rogers y Appan, 1973). La yuca
(Manihot esculenta Crantz) se considera originaria de América tropical, y el nordeste del
Brasil como el mas probable centro de origen. El 4rea de domesticacion del cultivo
comprende desde México hasta Brasil y fue realizada en el periodo comprendido entre
12000 a 7000 afos atrds (Simmonds, 1976; Dominguez et al.1983). Originaria de las
poblaciones silvestres M.esculenta subsp. flabellifolia que crecian como arbusto y
subarbustos, en la sabana de la meseta del escudo brasilefio, en la selva baja de la cuenca
del Amazonas y en zonas de boscosas (Olsen y Schaal, 1999). La principal coleccién
mundial del género Manihot se encuentra en el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT) en Colombia con 6643 accesiones.

La yuca ha evolucionado como una especie cultivada por seleccion natural reproducida de
forma clonal y también sexualmente, para obtener recombinacién genética. Tiene un
mercado global significativo, que abarca desde la alimentacion humana y animal hasta la
producciéon de harinas y almidones, por esto se constituye como el segundo cultivo mas
importante en los paises menos desarrollados, y el cuarto cultivo mas importante para los
paises en desarrollo (RTB, 2012). La yuca se considera de gran contribucién para la
seguridad alimentaria porque es una de las mayores fuentes de energia alimentaria en la
dieta mundial. Este cultivo es capaz de soportar la sequia y crecer en suelos deficientes
en nutrientes, por lo tanto, es consumida donde la pobreza y la desnutricion son
significativas. La produccion mundial de yuca en 2014 fue de 268.277.743 toneladas. Los
principales paises productores de yuca fueron: Nigeria (38.982.302 toneladas), Brasil
(23.381.815 toneladas) y Tailandia (21.621.983 toneladas) (FAOSTAT, 2017). Existen
varios factores que afectan la calidad de yuca para satisfacer las nuevas y crecientes
demandas en el mercado. La yuca se cultiva generalmente en ambientes alejados de los
zonasde procesamiento y comercializacién. Algunos genotipos tienen una vida atil muy
corta a causa de su susceptibilidad al deterioro fisioldgico poscosecha (DFP), lo que
convierte a las raices en no comercializables (Wheatley and Gomez, 1985; Ceballos et al.,
2012). La calidad sensorial de las raices de yuca es un factor importante aceptacion de

nuevos cultivares mejorados. La yuca cocinada es la forma mas comin de consumo donde
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los principales atributos su sabor y su textura. En la textura, la friabilidad es el atributo mas
importante (Beléia et al., 2004; Padonou, Mestres and Nago, 2005; Franck et al., 2011) En
cuanto al sabor, una caracteristica limitante para el consumo es el contenido de glucésidos
ciandgenicos. Sin embargo, la mayor parte del HCN se elimina por los métodos
tradicionales de procesamiento de rallado, fermentacion, ebullicion y secado (Nhassico et
al., 2008).

Los esfuerzos de la mayoria de programas de mejoramiento se han centrado en la mejora
de las caracteristicas agrondmicas de la planta. Este estudio investiga los parametros de
calidad poscosecha con la intencion de identificar nuevas fuentes de genes a partir de
cultivares de yuca que en sus raices tengan alto contenido de materia seca, bajo contenido
de compuestos ciandgenicos, tolerancia al deterioro fisiologico poscosecha y excelente
palatabilidad.

El objetivo de esta investigacidn es contribuir a la comprensién de la diversidad genotipica
y fenotipica de la yuca, mediante la determinacién de las propiedades nutricionales y de
calidad comercial de 236 genotipos de yuca pertenecientes a siete centros de diversidad
(Amazonas, Zona Andina, Sabana, Mesoamérica caribe, Selva tropical de América del Sur,
Bosque atlantico seco y humedo). Esta caracterizacion permitira desbloquear una
importante fuente de diversidad genética para mejorar las variedades que se adapten a la

productividad futura, la nutricion y el medio ambiente.

1.2. Materiales y Métodos

1.2.1. Materiales

Las plantas utilizadas en este estudio fueron sembradas en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical localizado a 1100 m.s.n.m en Palmira, Colombia (03° 25'N; 76° 35'W)
y se cosecharon cuando tenian aproximadamente 11 meses de edad fisiol6gica durante
tres ciclos de cosecha desde el afio 2015 a 2017. Los 236 genotipos se agruparon en siete
grupos de diversidad para su estudio como se reporté en la tabla 1. La variacion en el
ndamero de genotipos de diferentes paises es representativa de la diversidad de
germoplasma en la coleccion de yuca. Los andlisis que se realizaron se basaron en la

evaluacion de 16 plantas por cada genotipo durante tres afios de cosecha.
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1.2.2. Determinaciéon del contenido de materia seca

Se tomd una muestra de raices frescas para la cuantificacién del contenido de materia
seca (%Ms). Para su estimacion, se seco aproximadamente 5 g de tejido de raiz cortada y
rallada en un horno a 105°C durante 24 h. La materia seca se expresé como el porcentaje

de peso seco respecto al peso fresco.

Peso fresco de la muestra
% Matera Seca = x100 Ec.1.1
Peso seco de la muestra

1.2.3. Determinacion de la susceptibilidad al deterioro
fisiologico poscosecha (DFP)

La evaluacion se realiz6 empleando el método descrito por Wheatley et al., 1985, se
emplearon 10 raices por clon y se eliminaron los extremos distal y proximal a cada raiz,
acelerando el proceso de deterioro. La seccion distal se cubrié con una pelicula plastica,
evitando el flujo de oxigeno por ese extremo. Las raices se almacenaron por 7 dias. Para
calcular el DFP, se cortaron 7 rodajas a lo largo de la raiz, iniciando en el extremo proximal,
asignando a cada rodaja una puntuaciéon que oscil6 de 1 a 10, correspondiente al
porcentaje de coloracién oscura observado en superficie del corte (1=10%, 2=20%, etc.).
El porcentaje promedio de DFP de cada raiz, se obtuvo promediando las calificaciones de
los sietesecciones transversales. Se descartaron raices que muestran sintomas de
podredumbre microbiana (muy diferentes de las relacionadas con DFP) o afectados por
insectos. Los resultados que fueron obtenidos son comparables con las condiciones de

almacenamiento de las raices de yuca en una fabrica de almidén.
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Cubierta de raiz con

pelicula de PVC

Evaluacién de raices  Almacenamiento a °T ambiente Aseguramiento de la pelicula

Figura 1-1: Descripcién visual de la evaluacién de deterioro fisioldgico poscosecha (Luna, 2016)

Figura 1-2: Escala de evaluacién y clasificacién visual de deterioro fisiol6gico poscosecha. (Luna,
2016
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Tabla 1-1: Resumen de los centros de diversidad evaluados y los genotipos que los conforman.

centros de diversidad N* tOt?I Pais No. Pais No.
de genotipos genotipos genotipos
Amazonas 17 Brasil 8 Venezuela 1
Colombia 8
Bolivia 1 México 1
Andino 44 Colombia 7 Peru 20
Costa Rica 1 Puerto Rico 1
Ecuador 13
Argentina 2 Paraguay 20
Bosque Atlantico Seco 38 Bolivia 1 Peru 1
Brasil 14
Brasil 20 México 1
Bosque Atlantico Himedo 27 Colombia 3 Paraguay 1
Guatemala 2
Brasil 2 México 3
Colombia 8 Panama 3
Mesoamérica Caribe 34 Costa Rica 6 Puerto Rico 1
Ecuador 1 Venezuela 1
Guatemala 9
Colombia 6 Guatemala 1
Costa Rica 1 México 2
Sabana 29 Cuba 5 Panama 1
Rep.
Dominicana 1 Peru 1
Ecuador 2 Venezuela 9
Brasil 21 Panama 2
Colombia 5 Paraguay 1
Selva tropical de América del sur 47 Costa Rica 2 Perd 4
Cuba 5 Puerto Rico 1
Ecuador 1 USA 2
Guatemala 1 Venezuela 2
Total de genotipos analizados ‘ 236

1.2.4.
(HCN)

La cuantificacion de HCN total se realiz6 segun metodologia descrita por Essers et al.,

(1993). Primero se homogeniz6 40g de pulpa a temperatura ambiente con 50 ml de medio

Cuantificacion del contenido de acido cianhidrico
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de extraccion, durante 3 min. Se tomé una alicuota del homogenizado y se centrifugd
durante 10 minutos a 6000 rpm a 25°C. Se tomé 0.1 ml del extracto anterior y se agregé a
tubos con 0.4 ml de solucion tampén fosfato 0.1 M pH 7. Después, se agregé 0.1 ml de
enzima linamarasa y se colocé a incubar a 30°C durante 15 min. Una vez terminada la
reaccion se agreg6 0.6 ml de NaOH 0.2 M y se esperd 5 min a temperatura ambiente para
después agregar 2.8 ml de solucion tampon fosfato 0.1 M pH 6.0. En el andlisis
espectrofotométricamente se agregd 0.1 ml de cloramina T, y luego de 5 min, se adicioné
0.6 ml del reactivo Isonicotinato/1,3-dimetil barbiturato. Después de 10 min, se leyo la
absorbancia a 605 nm.

Céalculos para determinar contenido de cianuro

1 10XV, X A xFd
Contenido HCN (ppm) = extraccionX As20 Ec.12
AequivalenteXPseco

Vexraccion= Volumen ajustado + (PF - ((MS*PF)/100))

A605= Promedio de absorbancias de la muestra a 605 nm
Fd= Factor dilutor

PF = Peso Fresco de la muestra

MS = Porcentaje del contenido de materia seca de la muestra
Aequiv = Absorbancia equivalente de ug de HCN a 605 nm
PS = Peso seco de la muestra (MS*PF)/100

1.2.5. Analisis de tiempo 6ptimo de coccidon y textura

Las raices de yuca de cada genotipo fueron lavadas y peladas. Después, se corté una
rodaja central de aproximadamente 6 cm de longitud que se dividi6é de forma transversal.
Estos trozos se hirvieron en agua destilada a 96,5 °C (1.100 m sobre el nivel del mar en
Cali, Colombia) hasta que se determind su tiempo 6ptimo de coccién con una prueba de
puncion. Inmediatamente después de la coccion, los trozos se retiraron del bafio de agua
para evitar el enfriamiento y la retrogradacion del almidon, y se transfirieron
inmediatamente a una plataforma analizador de textura TAXT2 (Stable Micro Systems, Ltd,
Surrey, Reino Unido). Se utilizé la herramienta de cuchilla. Se midio la firmeza (g) en las
rodajas crudas y cocinadas, con tres cortes de 7 mm de perforacion por cada rodaja, pre-
velocidad 2 mm/s, velocidad de corte de 1 mm/s, post-velocidad de 2 mm/s. Los analisis

se realizaron sobre muestras por duplicado o mas, dependiendo de la disponibilidad en
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cada tiempo de coccion. Texture Expert Exceed software se utilizd para registrar la
propiedad de textura en fuerza frente a la curva de desplazamiento: el pico de fuerza
maxima como la firmeza (g), area bajo la curva como el trabajo de compresién (g mm), y
la distancia lineal a medida que el perimetro de la fuerza frente a la curva de
desplazamiento. Para la prueba de palatabilidad, el panel se conformé por 3 consumidores
habituales de yuca cocinada. El gusto y la friabilidad fueron considerados por el panel como
los atributos mas importantes para describir la calidad de la yuca cocinada. Los
evaluadores calificaron: el sabor como dulce, simple o amargo, la textura: como blanda,

media o dura, reportaron la presencia de fibras y de friabilidad.
1.2.6. Analisis estadistico

Con los datos promedios obtenidos por parametro evaluado de cada genotipo
perteneciente a los sietezonas eco geogréficas se realizaron: pruebas con rangos multiples
mediante test de Tukey, andlisis de varianza y correlacion de Pearson, andlisis de
componentes principales y se determinaron cllsteres utilizando el software de andlisis
estadistico JMP versién 12.2 y paquete SAS (Version 9,1) considerando que no hay
diferencia significativa entre valores P< 0,05.

1.3. Resultados y Discusién

1.3.1. Caracterizacién de los genotipos de yuca
evaluados
Los resultados de la caracterizacién de 236 genotipos de yuca evaluados de acuerdo a
cuatro parametros de calidad poscosecha se reportaron en la Fig.1-3, donde se visualizé
la amplia diversidad mediante graficas de distribuciéon. El contenido de materia seca oscilé
entre 22% al 43% con media de 38%. Segln Ceballos y De la cruz, 2002 el criterio de
calidad para la seleccion de raices de yuca en el mercado en fresco en cuanto a materia
seca debe tener un contenido mayor al 30%, en este estudio se obtuvieron 190 genotipos
gue tuvieron contenido de materia seca por encima del 35% (Fig.1-3a). Ademas, los
genotipos COL1805, PAR57 y VEN270 presentaron el mayor contenido materia seca y los

genotipos BOL2, COL2316 y MEX11 presentaron el contenido de materia seca mas bajo.
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Diversidad de clones por contenido de Diversidad de clones por contenido de cianuro
materia seca Min: 26 ppm ; Max: 1346 ppm; Media: 272 ppm
Min: 22% ; Max: 43%; Media: 38%
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Figura 1-3: Graficos de frecuencias de distribucion (a) Materia Seca (%); (b) HCN (ppm);
(c) Deterioro fisiolégico poscosecha (%); (d) Tiempo de coccién (min).

Los compuestos ciandégenos se distribuyen por el cultivar de la yuca, con mayor cantidad
en las hojas y en la cascara de las raices, mientras que en el parénquima de la raiz se
encuentra en cantidades méas pequefias (Cardoso et al.,, 2005). De acuerdo con los
reportado por Aristizabal y Sanchéz, 2007, la buena calidad de las raices de yuca para la
industria alimentaria est4 asociada al bajo contenido de cianuro en la pulpa el cual no debe
exceder a 60 ppm en base humeda y 200 ppm en base seca ya que seria perjudicial. En
la Fig. 1-3b se report6 la variabilidad del contenido de cianuro en raices de yuca que oscilé
entre 26 ppm hasta 1346 ppm con un promedio de 272 ppm, con 137 genotipos yuca

categorizados como dulces con un contenido por debajo 200 ppm de HCN. En donde se
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destacaron los genotipos BRA492, VEN25 y COL2315 por tener mayor contenido de
cianuro y los genotipos PER613, ECU71 y COL2019 presentaron el menor contenido de

cianuro.

El deterioro fisiolégico poscosecha (DFP) es uno de los factores responsable de la
disminucion de la vida util de las raices de yuca cosechadas ocasionando grandes pérdidas
y limitando las oportunidades de comercializacién (Garcia et al., 2013; Sanchez et al.,
2013). En la caracterizacién se encontrd que el DFP oscil6 entre 0% al 95% con media de
33% (Fig. 1-3c). Segun lo reportado por Luna, 2016 el criterio de seleccién de genotipos
de yuca para DFP es hasta del 15%, se encontraron 27 genotipos que cumplieron este
pardmetro. Entre ellos se destacaron los genotipos PAR57, COL1493 y BRAB893 sin
embargo, los genotipos BRA897, VEN309 y MEX86 presentaron susceptibilidad al

deterioro fisiolégico poscosecha mayor al 90%.

En cuanto a los resultados obtenidos para el tiempo de coccién de raices de yuca, éste
oscilé entre 12 min hasta 60 min, con media en 40 min, 21 genotipos de yuca fueron
categorizados como de 6ptima calidad culinaria porque cocinaron en un tiempo inferior a
20 minutos (Fig. 1-3d), entre ellos se destacaron los genotipos BRA136, GUA32 y GUA5S8.

Tabla 1-2.: Seleccion de genotipos de yuca con dptimos parametros de calidad poscosecha

Genotipos de yuca MS (%) HCN (ppm) DFP (%) Coccién (min)
COL2019 35 27 11 23
CR51 36 82 15 15
CUB65 41 84 14 25
ECU72 36 171 4 25
PAN51 40 119 6 21
PAR57 40 157 0 25
PAR98 38 193 4 19
PER183 35 126 9 20
PTR19 36 138 13 17
VEN270 41 153 14 25

De los 236 genotipos de yuca evaluados, se encontraron 10 genotipos que cumplieron con
los criterios de preferencias de los consumidores y las exigencias del mercado (Tabla 1-
2), estos genotipos presentaron un contenido de materia seca entre el 35% al 41%, un bajo
contenido de cianuro menor a 200 ppm en base seca, hasta el 15% de susceptibilidad al

deterioro fisioldgico poscosecha y con buena calidad culinaria con tiempo de coccién
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menor 25 minutos. Estos genotipos pueden ser seleccionados para empezar programas

de mejoramiento con el fin de obtener cultivares de alta calidad poscosecha.

1.3.2. Analisis de varianza comparando los siete centros de
diversidad
Se realiz6 los analisis de varianza para cada uno de los pardmetros de calidad poscosecha,
comparando los siete centros de diversidad. Los resultados se reportaron en las Fig. 1-3 a
Fig.1-6, mediante una representacion grafica de rombos en donde la media esta
representada por la linea horizontal en la parte central de cada rombo y en el lado derecho
se muestra la comparacion de medias por test de Tukey-Krammer. En la Fig.1-4 se report6
gue existen altamente diferencias significativas (P< 0.0001*) entre los centros de
diversidad para él %MS. Las zonas Sabana, Mesoamérica Caribe y Selva Tropical de
América del sur presentaron los genotipos con mayor contenido de MS (Tabla 1-3). En
cuanto a los resultados obtenidos en el analisis de contenido de HCN, el centro de
diversidad del Amazonas present6 los genotipos de yuca mas amargos seguida de la zona
Bosque Atlantico Himedo, las 5 zonas restantes fueron consideradas de genotipos de
yuca dulces aptos para el consumo humano (Tabla 1-4). La Fig. 1-5 indicé que existen

diferencias altamente significativas (P< 0.0001*) entre las zonas evaluadas.

45
| ® o ® ™
. ® o ® ™
® ® o ® PN
- . -
40 - [ [ ] e ':, e S
L ] L ] L] L T'?‘ e -::’T f;:'
7‘ [ ] [ ] ozl ] . B il
~— 1 n S
o 2", —m % _— [] .
= \;/‘:l_ = 8 w ® .
B 35- L] e e o .
v . e g o ®
1]
= | ® ° ®
% - ] ] o
= ® ® o
30 ® o
[ L]
L)
L]
25 L]
.
o
oW T o T o T ld T M T qr
2 .E = = = = o5 Tedos los pares
g B g 5 £ 4 A ;u" Tukey-Kramer
i <L = = ] i oo
e T < o 0,05
=] Q o QO o f
< oo u 9 e B
3 w 3 o] " =
o oo = 4
25 24 3 E
| T ;A [N

Figura 1-4: Analisis de varianza para el parametro %MS por cada zona de diversidad
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Tabla 1-3: Resultados comparacién de medias para el parametro MS por cada zona de

diversidad
Centros de diversidad Media D::t\gr?g:;n ’;:wcirig(?se
Sabana A 39,79 0,62 29
Mesoameérica Caribe A B 39,15 0,57 34
Selva tropical de América del sur A B 38,98 0,48 48
Bosque Atlantico Seco B C 37,16 0,54 38
Amazonas B C 36,65 0,81 17
Andino C 36,11 0,50 44
Bosque Atlantico Himedo C 35,44 0,64 27

* Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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Figura 1-5: Analisis de varianza para el parametro HCN por cada zona de diversidad

Tabla 1-4: Resultados comparaciéon de medias para el parametro HCN por cada zona de

diversidad
Zona de diversidad Media Desviacion Ndmero de
estandar genotipos
Amazonas A 884,52 39,46 17
Bosque Atlantico Himedo B 553,00 31,31 27
Selva tropical de América del sur C 207,14 23,48 48
Bosque Atlantico Seco C 190,92 26,75 37
Mesoamérica Caribe C 163,00 31,31 27
Sabana C 162,72 30,21 29
Andino C 109,11 26,75 37

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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El centro de diversidad de Bosque Atlantico Himedo presentd los genotipos de yuca con
menor susceptibilidad a deterioro fisioldégico poscosecha, estos genotipos son importantes
para la industria y la comercializacion de en supermercados porque resisten el transporte
y el almacenamiento teniendo una vida Gtil mas larga en comparacién con la Zona de
Sabana que presentd los genotipos con mayor susceptibilidad al DFP. La Fig.1-6 indico
gue existen diferencias altamente significativas (P=0.0044) entre las zonas evaluadas para
el parametro susceptibilidad al DFP. Por otra parte, la zona de Amazonas presento los
genotipos de yuca con mayor tiempo de coccion con media 55 min en comparacion con la
Zona de Andino que present6 los genotipos con menor tiempo de coccién con media de
33 min. La Fig.1-7 indic6 que existen diferencias altamente significativas (P<0.0001*) entre

las zonas evaluadas para el parametro tiempo de coccién (Tabla 1-6).
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Figura 1-6: Andlisis de varianza para el parametro DFP por cada zona de diversidad

Tabla 1-5: Resultados comparacion de medias para el parametro DFP por cada zona de

diversidad
. . . Desviacién NUumero de
Zona de diversidad Media estandar genotipos
Sabana A 42,77 4,46 26
Amazonas A 34,11 7,58 9
Andino A 33,82 551 17
Selva tropical de América del sur A 33,41 3,43 44
Mesoameérica Caribe A 31,12 5,51 17
Bosque Atlantico Seco A 28,30 4,15 30
Bosque Atlantico Himedo B 22,05 5,36 18

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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Figura 1-7. Analisis de varianza para Tiempo de coccién por cada zona de diversidad

Tabla 1-6: Resultados comparacion de medias para Tiempo de coccion por cada zona de

diversidad
Zona de diversidad Media Desviacion Numero de genotipos
estandar
Amazonas A 55,87 3,47 15
Bosque Atlantico Himedo A B 46,88 2,63 26
Bosque Atlantico Seco B C 4291 2,27 35
Mesoamérica Caribe B C 38,39 2,80 23
Selva tropical de América del sur C 36,69 1,98 46
Sabana C 35,32 2,54 28
Andino C 33,84 2,34 33

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.

1.3.3. Analisis de correlaciéon entre los parametros de calidad
poscosecha

El andlisis de correlacion de Pearson entre las variables estudiadas reportado en la tabla
1-7, revel6 interaccion entre MS con DFP, cuyos coeficientes de correlacién de Pearson
fueron 0.4376 con p<0.0001, este correlacion es acorde a lo encontrado por Morante et al.,

2010 y Luna, 2016 quienes también encontraron correlacion positiva entre estos dos
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pardmetros. Ademas, se obtuvo correlacién negativa obtenida entre MS y HCN (-0.2766,
p<0.0001) y una correlacién positiva entre Coccion y HCN (0,2901, p<0.0001) que indica
la existencia de una posible relacidn entre las raices amargas tienen mayor tiempo de

coccion.

Tabla 1-7: Resultados correlaciéon de Pearson para los parametros MS, HCN, DFP y Coccion

Correlacion de Pearson MS (%) HCN (ppm) DFP (%) Coccién (min)

MS (%) 1,0000 -0,2766 0,4376 -0,1744
HCN (ppm) 1,0000 -0,1489 0,2901
DFP (%) 1,0000 -0,0613
Coccién (min) 1,0000

1.3.4. Analisis de componentes principales (ACP) entre los
parametros de calidad poscosecha

Se realiz6 un ACP para evaluar globalmente las variables més relevantes que describieran
los parametros de calidad poscosecha en los genotipos de yuca. Ademas, se utilizaron las
variables capaces de discriminar entre los grupos de los centros de diversidad. Los dos
primeros componentes representaron 42.8%, y 26.3% de la variacion respectivamente
(Fig. 1-8, tabla 1-8). El primer componente estaba altamente relacionado con MS, DFP y
correlacionado negativamente con HCN, mientras que el segundo componente estaba

altamente relacionado con el contenido de DFP y tiempo de coccion.

Tabla 1-8: Resultados analisis de componentes principales

Componentel Componente2 Componente3 Componente 4

HCN (ppm) -0,49369 0,41745 0,73749 0,19522
MS (%) 0,59444 0,30068 0,03047 0,74519
DFP (%) 0,50138 0,55925 0,18670 -0,63325

Coccion (min) -0,38927 0,65005 -0,64832 0,07474
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Figura 1-8: Resultados analisis de componentes principales

1.3.5. Analisis de cluster entre los parametros de calidad
poscosecha

Se realizé un andlisis de clister para encontrar agrupaciones dentro de los centros de
diversidad evaluadas con el fin de obtener un conocimiento mas profundo sobre los
genotipos de yuca que existen en cada zona (Fig. 1-9). El cluster 1 presenté la asociacion
entre genotipos de la zona Amazonas y Bosque Atlantico Hiamedo con caracteristicas
como alto en cianuro, bajo DFP y largo tiempo de coccion, el clister 5 agrup6 genotipos
de Andinos, Selva tropical de América del Sur, Sabana con caracteristicas de alta MS, bajo
HCN, bajo DFP y corto tiempo de coccién.
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Cluster # Clones %Materia Seca HCN (ppm) %DFP Coccion (min)

wuﬂﬁﬁr 7]

1 6 33 1264 20 43
2 19 40 282 25 50
3 12 35 182 10 57
4 14 33 304 16 21
5 11 41 123 19 23
6 11 39 151 52 31

i

Figura 1-9: Cluster de los parametros de calidad poscosecha
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1.3.6. Relacion entre tiempo de coccion y textura de las
raices de yuca cocinadas

Se determind el tiempo de coccidn de las raices de yuca por prueba de puncion y también
se determind la firmeza de cada trozo cocinado, los resultados de esta relacion se
reportaron en la Fig. 1-10 donde se encontrd que 22 genotipos tuvieron un tiempo éptimo
de coccion menor a 20 min y presentaron firmeza entre 500g a 2000g, 44 genotipos
tuvieron un tiempo de coccién de 20 a 30 min y presentaron firmeza entre 2000g a 4000g,
70 genotipos tuvieron un tiempo de coccién de mayor a 40 minutos y presentaron firmeza
de 5000 g en adelante. El parametro firmeza y el tiempo de coccidn tuvieron una positiva

correlacion de 0,824 (p>0,005) altamente significativa.
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Figura 1-10: Relacion entre tiempo de coccidn y textura de las raices de yuca cocinadas

1.4. Conclusiones

Los 236 genotipos fueron caracterizados por propiedades nutricionales y de calidad
comercial, relacionados con las preferencias de los usuarios (procesadores y

consumidores) que son cada vez mas importantes para la adopcion exitosa de variedades
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mejoradas, y para identificar genotipos con alto potencial de reproduccion y adopcién por

parte de los usuarios finales.

Cada centro de diversidad mostrd caracteristicas especificas. Los genotipos de Sabana,
Mesoamerica Caribe y Selva tropical de America del Sur presentaron la mayor cantidad de
materia seca (39% - 40% en peso humedo). Los genotipos Andinos tuvieron el menor
contenido de cianuro y el tiempo de coccion mas corto (promedio de 109 ppm en base
seca (bs) y 34 minutos, respectivamente). Por el contrario, los genotipos de Amazonas
tuvieron el mayor contenido de cianuro y el tiempo de coccidn mas largo (promedio de 885
ppm bs. y 56 minutos, respectivamente). Estos rasgos pueden reflejar diferentes criterios
de seleccién correspondientes a diferentes usos durante siglos de domesticacion de la
yuca: en la regién andina, la yuca se consume cominmente como raices frescas hervidas
y, por lo tanto, pueden haberse seleccionado preferentemente variedades con bajo
contenido de cianuro y corto tiempo de coccién. Por otro lado, en la regiébn amazonica, la
yuca se fermenta para preparar farinha, para los cuales el tiempo de coccion y el cianuro
son rasgos menos importantes, en la medida en que la fermentacion suaviza las raices
elimina el cianuro. Los genotipos de Bosque Atlantico Himedo y los genotipos de Sabana
tuvieron el DFP mas bajo y el mas alto, respectivamente, 22% y 43%.
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Caracterizacion de los parametros de calidad pos
cosecha en las hojas de los genotipos de yuca
pertenecientes a siete centros de diversidad

Resumen

El cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz), se considera de gran importancia para la seguridad
alimentaria debido a que es la cuarta fuente de energia mas importante para millones de personas
de paises tropicales. Las hojas de yuca han sido consideradas como un producto secundario en la
alimentacion humanay animal, aungque son fuente de proteinas, minerales, vitaminas y aminoacidos
esenciales. Las hojas de yuca se consumen principalmente en algunas regiones de Africa, Asia y
América del Sur. El objetivo de este estudio fue caracterizar 112 genotipos de yuca por parametros
calidad poscosecha en sus hojas, estos genotipos estan agrupados en siete diferentes centros de
diversidad (Amazonas, Andina, Sabana, Mesoamérica caribe, Selva tropical de América del Sur,
Bosque atlantico seco y humedo) que corresponden a centros de domesticacion del genero Manihot.
En este estudio se hall6 que el contenido de cianuro en hojas de yuca oscilé entre 538 ppm hasta
6181 ppm. Ademas, se encontrd que el contenido de all-trans-B-caroteno en hojas de yuca oscilo
entre 171 pg/g hasta 525 ug/g. También, se reportd que las hojas tienen buen contenido valina,
leucina, fenilalanina y lisina. En cuanto a las zonas de domesticacion, Amazonas, Bosque Atlantico
hamedo, Mesoamérica Caribe y Andina presentaron los genotipos de yuca con mayor contenido de
HCN. Para el pardmetro contenido de all-trans-B-caroteno el centro de diversidad de Amazonas
presentd los genotipos de yuca con mayor concentracion en sus hojas. Finalmente, se encontré una

variabilidad genética que se pueden incluir en los programas de mejoramiento.

Palabras claves: Hojas de yuca, Carotenos, Cianuro, Proteina y Aminoacidos
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2.1. Introduccidén

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo perenne nativo de América tropical, cuyo
centro de origen es el noreste y el centro de Brasil (Hillocks, Thresh y Bellotti, 2002). EI
género Manihot contiene unas 100 especies, que se distribuyen desde el sur de los
Estados Unidos hasta Paraguay y el norte de Argentina (Hershey, 1993). La yuca se ha
convertido en un cultivo importante ya que es tolerante a la sequia y crece en suelos pobres
en nutrientes, por lo que se consume donde la pobreza y la malnutricion son significativas

siendo la cuarta fuente de energia en la alimentacién humana de los paises de los trépicos.

Las hojas de yuca son consideradas un subproducto de este cultivo. Estas se consumen
como fuente de proteinas, vitaminas y micronutrientes en ensaladas o como
acompafiamiento de los platos principales en paises del Africa central y Asia donde se
cultivan durante todo el afio (Achidi et al., 2005; Ngudi, Kuo y Lambein, 2003). En Sierra
Leonay Brasil, las mujeres embarazadas también consumen hojas de yuca para aumentar
la produccién de leche materna (Aregheore, 2012; Camara y Madruga, 2001). Ademas, las
hojas de yuca son ricas en compuestos carotenoides como all trans--caroteno, molécula
precursora de vitamina A y su consumo ayuda a contrarrestar el problema de salud de la
deficiencia de vitamina A. (Siqueira et al., 2007). En paises como Brasil, Peru, Indonesia,
Thailandia y Nigeria se utilizan principalmente en la alimentacién animal en la produccion

de ensilajes.

Tanto las hojas como las raices de la yuca contienen cantidades variables de glucésidos
cianogénicos que se hidrolizan durante la digestion produciendo &cido cianogénico que
representa un riesgo grave de intoxicacion (Rosling, 1994). Las hojas de yuca tienen 5 a
20 veces mas potencial cianogénico que las raices pero también 200 veces mas actividad
linamarasa (Bokanga, 1994). Las hojas jovenes emergentes tienen el nivel més alto de
linamarina, que disminuye a 50-70% en las hojas maduras, mientras que las hojas en
senecensia amarillas contienen cantidades insignificantes (Nambisan y Sundaresan,
2011). Para eliminar el contenido de cianuro de las hojas se han empleado técnicas de
procesamiento como lavar, trocear, cocinar y secar, que reducen significativamente el nivel
de toxicidad a un limite seguro para su consumo (Ngudi Kuo y Lambein, 2003). Las hojas
de yuca insuficientemente procesadas pueden causar mareos, dolor de cabeza, fatiga,

nauseas, diarrea, vomitos, dolores de estbmago, debilidad y, a veces, la muerte (Nhassico
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et al., 2008) y causar enfermedades como el Konzo. El objetivo de esta investigacion es
contribuir a la comprension de la diversidad genatipica y fenotipica de la yuca, mediante la
determinacion de los parametros calidad poscosecha de hojas de 112 genotipos de yuca
pertenecientes a siete diferentes centros de diversidad (Amazonas, Andina, Sabana,
Mesoameérica caribe, Selva tropical de América del Sur, Bosque atlantico seco y himedo)
gue corresponden a centros de domesticacion y diversificacién del genero Manihot. Esta
caracterizacion permitira desbloquear una importante fuente de informacion sobre la
diversidad genética para mejorar las variedades que se adapte a la productividad futura,

la nutriciéon y el medio ambiente.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Materiales

Las hojas de yuca se obtuvieron de 112 genotipos sembrados en el Centro Internacional
de Agricultura Tropical localizado a 1100 m.s.n.m en Palmira, Colombia (03° 25'N; 76°
35'W). Para los analisis se colectaron las hojas ubicadas en la tercera linea contando a
partir de la zona superior, de 5 plantas por cada clon a los 6 meses de edad fisiol4gica.
Los genotipos de yuca se agruparon en siete grupos de diversidad para su estudio como
se reporto6 en la tabla 2-1. La variacién en el numero de genotipos de diferentes paises es

representativa de la diversidad de germoplasma en la coleccion.

2.2.2. Cuantificacién de carotenos en las hojas de yuca

La determinacion y cuantificacion de los carotenos totales y all-trans-B-caroteno se realiz6
de acuerdo con un procedimiento descrito por De Sa y Rodriguez-Amaya, 2004, donde se
tomo: 1 g de tejido de yuca fresco de hojas de yuca. A la muestra se le agregd 5 ml de
agua Milli-Q y se dejé en reposo durante 10 minutos. Luego, se le afiadié 10 ml de acetona
fria. Después de 10 minutos, se le adicion6 10 ml de éter de petréleo y se homogenizé en

un Ultra-Turrax (Janke y Kunkel IKA) durante 30 segundos. La fase organica se extrajo
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después de una centrifugacion (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania) a 3000 rpm,

durante 10 min, a 10 °C. Se realizaron tres extracciones.

Después, se afiadié 10 ml de solucion salina NaCl 0,1M para realizar un proceso de lavado
gue se repitio tres veces mas. Finalmente, se coloc6 a saponificar con KOH al 10% en
metanol durante 4 horas relacion 1:1. Se realiz6 seis lavados con 100 ml de agua mili Q
para eliminar residuos de la saponificacion. Después, se ajusto el volumen de los extractos
con éter de petréleo con BHT al 0.1% y se procedi6 a leer en el espectrofotometro a una
absorbancia de 450 nm. Luego, los extractos se concentraron con gas nitrégeno y se
reconstituyeron en fase movil para una cuantificacién adicional mediante cromatografia

liquida de alta resoluciéon HPLC.

% Condiciones del HPLC
Se utiliz6 un equipo HPLC Agilent 1200 series con automuestreador (4 °C), la fase movil
A: Metanol/Acetato amonio pH 4.6 (98:2), B: MTBE, gradiente A: B (85:15) 20 min (40:60),
el volumen de inyeccién fue 10 pL, el flujo fue de 0.66 mL/min, la columna que se utilizé es
YMC Carotenoid 150x4.6 mm a 25°C y el detector fue DAD, 450 nm.

2.2.3. Analisis de HCN total

Se cuantifico el contenido de HCN por espectrofotometria, de acuerdo a la metodologia

descrita por Essers et al., 1993, empleando 4g de hojas de yuca.

2.2.4. Perfil de aminoacidos y cuantificacion de proteina

El contenido de proteina en las hojas de yuca fue inicialmente cuantificado por el método
Dumas (analizador elemental THERMOQUEST- CN, NF ISO 13878, 1998, Simmonne et
al., 1997). El analisis total de aminoacidos se realiz6 usando un analizador de aminoacidos
de Biochrom 30 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido). La cuantificacion se realizé
segun Loscos et al., 2008 comparando areas de picos con un estandar completo que
incluye 27 aminoacidos (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, Francia), y Norleucina se uso6
ademas como estandar interno. (250 nmol mL-1 en tampon de citrato de sodio, 0,2 M, pH
2,2).



Capitulo 2

53

Tabla 2-1: Resumen de los centros de diversidad evaluados en este estudio y los genotipos que

los conformaron

Zona de diversidad genética Tot?l Pais Nn. Pais No.
genotipos genotipos genotipos
Brasil 2 Venezuela 1
Amazonas 8
Colombia 5
Bolivia 1 Panama 1
Andino 16 Colombia 3 Peru 6
Ecuador 4
México 1
Argentina 1 Paraguay 7
Bosque Atlantico Seco 13 Bolivia 1 Peru 1
Brasil 3
Brasil 8 México 1
Bosque Atlantico Himedo 12 Colombia 2
Guatemala 1
Brasil 1 Panama
Colombia 4 Puerto Rico
Mesoamérica Caribe 21 Costa Rica 4 Venezuela
Guatemala 4
México 3
Colombia 5 Guatemala 1
Costa Rica 1 México 1
Sabana 21 Cuba 5 Venezuela 6
Rep. Dominicana 1
Ecuador 1
Brasil 7 Puerto Rico 1
Colombia 2 USA 2
Selva tropical de América del 21 Cuba 3 Venezuela 1
sur Panama 1
Paraguay 1
Peru 3
Total de genotipos analizados 112
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2.2.5. Andlisis estadistico

Con los datos promedios obtenidos por parametro evaluado de cada genotipo
perteneciente a los sietezonas de domesticacion se realizaron analisis de varianza y
comparacion de medias por test de Tukey utilizando el software de analisis estadistico JIMP
version 12.2 y paquete SAS (Version 9,1) considerando que no hay diferencia significativa

entre valores P< 0,05.

2.3. Resultados y Discusion

2.3.1. Caracterizacion de los genotipos de yuca evaluados

Los resultados de la caracterizacion de 112 genotipos de yuca evaluados de acuerdo a
tres parametros de calidad pos cosecha se reportaron en la Fig.2-1, donde se visualizé la
amplia diversidad mediante graficas de distribucién. El contenido de cianuro en hojas de
yuca oscilé entre 538 ppm hasta 6181 ppm con un promedio de 2772 ppm. El genotipo
PER 593 tuvo la mas baja concentracion de cianuro y el genotipo COL 2316 presentoé la
mas alta. Lancaster y Brooks, 1983 reportaron contenido de HCN presente en hojas de
yuca en un rango de 80 a 1460 ppm. Mientras que, Nambisan y Sundaresan, 1994
encontraron que las hojas maduras generalmente tienen mayores cantidades de cianuro
total que el parénquima, y este oscila entre 900 y 2000 ppm. Otros autores han reportado
concentraciones de cianuro en hojas de yuca desde 113 ppm hasta 2230 ppm (Machado
et al., 2007).

Por otra parte, las hojas de yuca tienen un importante contenido de compuestos
carotenoides en especial de all-trans-B-catoreno, el cual se puede comparar con el
contenido del genero Brassica reconocido como fuente de precursores de la vitamina A
(Siqueira et al., 2007). El contenido de all-trans-B-caroteno en hojas de yuca oscil6 entre
171 pg/g hasta 525 pg/g con un promedio de 317 ug/g. El genotipo GUA52 tuvo la méas
baja concentracion y el genotipo CUB23 presentd la mas alta concentracion de este

compuesto (Fig. 2-1b). Otros estudios en hojas de yuca reportan 151 y 108 ug de all-trans-
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B-caroteno por cada g de hojas en el norte de Brasil (Penteado et al., 1986) mientras que
Adewusi y Bradbury, 1993 encontraron hojas de yuca con 30 a 78 ug de all-trans-3-
caroteno por g de hojas maduras frescas. En la Fig. 2-1c se reportd la distribucion del
contenido de carotenos totales en los genotipos evaluados, las concentraciones oscilaron
desde 245 ug/g hasta 776 ug/g y una media de 472 ug/g. Los genotipos GUA52 y ECU21
tuvieron la concentracion minima y maxima de carotenos totales respectivamente.

Resultados similares fueron reportados por Latif y Muller, 2005 quienes obtuvieron

concentraciones desde los 33 ppm hasta 436 ppm de carotenos totales.
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En cuanto a los resultados obtenidos para el contenido de proteina y perfil de aminoacidos
en hojas de yuca se reportaron en la Tabla 2-2 donde se comparoé el perfil de aminoacidos
esenciales de Muller, 1975, con el reportado por la FAO, 1995y el obtenido en este estudio.
Se encontrd que las hojas de yuca tienen bajo contenido de metionina e isoleucina. Sin
embargo, presentaron buen contenido valina, leucina, fenilalanina y lisina conforme al
criterio establecido por la FAO. El contenido de proteina total fue el 4,8%. Las hojas de
yuca contienen alto contenido de proteina bruta aproximadamente del 3,8% dependiendo
del cultivar y las condiciones climaticas (Awoyinka, Abegunde y Adewusi, 1995). También
contiene altos contenidos de vitaminas, B1, B2, C, carotenoides y minerales como fésforo,
magnesio, potasio y calcio, pero bajos contenidos de manganeso, zinc, hierro, cobre y
sodio (Ravindran y Ravindran, 1988). Las hojas de yuca son ricas en proteinas, pero la
proteina limita los aminoacidos que contienen azufre, metionina y cisteina/cistina
(Bradbury y Denton, 2014) Las hojas de yuca son relativamente ricas en proteina bruta
(167-399 g / kg base seca), tienen alto contenido de valina y leucina y bajo contenido de
metionina (Nguyen et al., 2012)

Tabla 2.2: Cuantificacion de aminoacidos y proteina en hojas de yuca

Aminoacidost Autor Muller,1975 FAO,1995
Valina 7,5 54 2,2
Metionina 2,1 1,7 2,2
Isoleucina 4,3 5 4,5
Leucina 8.8 8,9 48
Fenilalanina 5,8 5,8 2.8
Lisina 7,2 7,2 4.2
Proteina total? 480 380

tAminoacidos expresado en g por 16g de nitrégeno
2Proteina expresada en g por kg

2.3.2.Caracterizacion de los siete centros de diversidad

Se realiz6 los analisis de varianza para cada uno de los parametros de calidad poscosecha,
comparando los siete centros de diversidad. Los resultados se reportaron en las Fig.2-2 a
la Fig.2-4, mediante una representacion grafica de rombos en donde la media esta
representada por la linea horizontal en la parte central de cada rombo y en el lado derecho

se muestra la comparacion de medias por test de Tukey-Krammer. En la Fig.2-2a se
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reporté que existen diferencias significativas (P>0.0008*) entre los centros de diversidad
para el pardmetro contenido de HCN. Las zonas Amazonas, Bosque Atlantico himedo,
Mesoameérica Caribe y Andina presentaron los genotipos de yuca con mayor contenido de
HCN.
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Figura 2-2: Analisis de varianza para el parametro HCN por cada zona de diversidad

Tabla 2-3: Resultados comparacién de medias para el pardmetro HCN por cada zona de

diversidad
: : : Desviacion NuUmero de
Zona de diversidad Media estandar genotipos
Amazonas A 4034 386,33 8
Bosque Atlantico Himedo A B 3305 315,44 12
Mesoamérica Caribe A B 3190 238,45 21
Andino A B 2634 273,18 16
?l:erlva tropical de América de B 2440 238.45 21
Sabana B 2318 238,45 21
Bosque Atlantico Seco B 2263 303,06 13

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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En cuanto a los resultados obtenidos para el parametro de carotenos totales reportado en
la Fig. 2-3, no existen diferencias significativas (P<0,1712) entre los centros de diversidad
evaluadas. En la Fig.2-4 se reportd que existen diferencias altamente significativas
(P>0.0044%*) entre las zonas evaluadas para el parametro contenido de all-trans-B-caroteno
en donde la zona Amazonas presento los genotipos de yuca con la mayor concentracion
de este compuesto y la zona de Mesoamérica Caribe presentd los genotipos de yuca con
menor concentracion.

800
700 ®

600 - o g ¢ o

00 (D) LN
w i VY T

Carotenos Totales (ug/g)
> ’
Sabang © °®°®ee Q" "D" il

$ .
[ ]
300 °
8
200 -
@ e S 9 3 3 - All Pairs
5 S £ E 9] < 7 Tukey-K
N = © s e 82 ukey-Kramer
= Z, Z <é 2 g7° 0.05
< v o ) o = B9
S @ S [OR © =
o £ T o = v > 9
0 [V ] < €
o 3 O O []
m T m n wn <

Zona de diversidad

Figura 2-3: Analisis univariado para el pardmetro contenido de carotenos totales por

cada zona de diversidad

Tabla 2-4: Resultados comparacion de medias para el parametro contenido de carotenos

totales por cada zona de diversidad

Zona de diversidad Media Desviacion estandar NUmero de genotipos
Selva tropical de América de sur A 501 25,71 21
Bosque Atlantico Seco A 497 32,68 13
Amazonas A 496 41,66 8
Bosque Atlantico Himedo A 490 34,01 12
Sabana A 478 25,71 21
Andino A 468 29,46 16
Mesoamérica Caribe A 405 25,71 21

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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Figura 2.4: Andlisis univariado para el pardmetro contenido de all trans-B-caroteno por cada zona

de diversidad

Tabla 2.5: Resultados comparacién de medias para el parametro contenido de all trans-f3-

caroteno por cada zona de diversidad

. . . . . Ndmero de
Zona de diversidad Medias Desviacion estandar genotipos
Amazonas A 356 26,81 8
Selva tropical de américa de sur A 352 16,55 21
Bosque Atlantico Seco A 343 21,03 13
Bosque Atlantico Himedo A B 321 21,89 12
Sabana A B 314 16,55 21
Andino A B 308 18,96 16
Mesoamérica Caribe B 260 16,55 21

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintos.

2.4. Conclusiones

En cuanto a la caracterizacion de las hojas de yuca, se encontré que el contenido de HCN

en hojas de yuca fue mas alto que el reportado en el capitulo anterior para las raices de

yuca. También, se encontr6 que el contenido de all-trans-pB-caroteno en hojas de yuca es

significativo y que su consumo contribuiria a cumplir con la ingesta diaria para produccion

de vitamia A. En cuanto a la caracterizacion de los siete centros de diversidad, se encontré

qgue los centros Amazonas, Bosque Atlantico humedo, Mesoamérica Caribe y Andino
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presentaron los genotipos de yuca con mayor contenido de HCN. Mientras que para el
contenido de all-trans-p-caroteno el centro de diversidad de Amazonas presentd los
genotipos de yuca con mayor concentracion en sus hojas de este compuesto. Ademas, se
encontré que las hojas tienen bajo contenido de aminoacidos esenciales como metionina
e isoleucina. Sin embargo, presentaron buen contenido de aminoacidos valina, leucina,
fenilalanina y lisina conforme al criterio establecido por la FAO, 1995. El contenido de
proteina total fue el 4,8 %. En general, se report6é que existe una variacion genética util en
los pardmetros evaluados que se pueden incluir en los programas de mejoramiento y que
las hojas de yuca son una buena fuente de aminoacidos esenciales y carotenoides para la

nutricion humana.
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Caracterizacion fisicoguimica de almidones y
harinas de yuca

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar genotipos de yuca por parametros
fisicoquimicos de almidones y harinas de yuca pertenecientes a siete diferentes centros de
diversidad (Amazonas, Andina, Sabana, Mesoamérica caribe, Selva tropical de América
del Sur, Bosque atlantico seco y humedo) que corresponden a centros de domesticacion y
diversificacion del genero Manihot. En la caracterizacion se obtuvo que la Vmax promedio
fue de 881.34 cP y oscil6 de 486.65 cP a 1068.79 cP. La Vmin promedio fue de 474.88 cP
y oscilé de 224.41 cP hasta 775.97 cP y la Vfinal promedio fue de 769.80 cP y oscilé de
279.91 cP hasta 1128.97 cP. Mientras que, la temperatura de empastamiento promedio de
los 73 genotipos fue de 66.9°C y varié de 63.0°C a 70.1°C. El porcentaje de claridez del
gel oscil6 entre 44.55% y 69.05%. En la caracterizacién del contenido de azucares en las
harinas de yuca se encontr6 mayor concentracion de glucosa, mientras que la
concentracion de rafinosa fue la mas baja. En cuanto al perfil de acidos organicos, se
encontré mayor concentracidn de acido citrico, D_malico y succinico, también se reportd
una baja concentracion de acido oxalico, cisaconitico y fumarico. Las propiedades
distintivas de los almidones y harinas de yuca demostradas en este estudio sugieren

nuevas oportunidades para aplicaciones industriales.

Palabras claves: Propiedades de empastamiento, Almidén, Harina, Azucares y Acidos

organicos.

Abreviaciones
Vmax: Viscosidad maxima; Vmin: Viscosidad minima; Vfinal: Viscosidad Final; TP:

Temperatura de empastamiento; IS: Iindice de solubilidad, PH: Poder de hinchamiento
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3.1. Introduccién

El almiddn es el segundo polisacarido mas abundante y se encuentra en los cloroplastos
de las plantas como reserva de energia. Los granulos de almidén estdn compuestos por
amilosa y amilopectina. Su uso en la industria depende de la proporcion de amilosa y
amilopectina que determina la viscosidad, gelatinizacion, y solubilidad del almidon
(Seymour y Carraher, 1995). El almidon comercial se obtiene principalmente a partir de
maiz, papa, trigo, arroz, cebada, yuca y sorgo (FAO, 2007).

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo importante para Africa, Asia y América
Latina, transcendental para la seguridad alimentaria de sus productores. Segun la FAO,
2013, la yuca es el cultivo para el siglo XXI, paso de ser el “alimento de los pobres” y se
ha transformado en un cultivo polivalente que responde a las prioridades de los paises en
desarrollo, a las tendencias de la economia mundial y al desafio del cambio climatico.

La raiz de yuca contiene mas almidén, por peso en seco, que casi cualquier otro cultivo
alimentario, aungue su contenido proteico es muy bajo (0.1%), también contiene entre 16
a 17% de amilosa, 83-84% de amilopectina, 40% de cristalinidad, baja temperatura de
gelatinizacién y buena estabilidad del gel (Ospina et al., 2002) debido a esto se utiliza como
aditivo en la elaboracion de productos de panificacién, como agente estabilizador de sopas
y alimentos congelados. También, se utliza en otros sectores industriales como:
revestimiento de pastillas y papel, en la preparacion de pegantes, para el acabado de
textiles, en la elaboracién de etanol e incluso como agente de cohesién en el concreto
(Brabet et al., 1996; Defloor et al., 1998; Charles et al., 2004; Sandoval et al., 2007).

De igual forma, la harina de yuca es cada vez mas popular como sustituto parcial de la
harina de trigo. Segun la norma del Codex Stan 176-1989, la harina de yuca es
considerada un producto blanco y fino que se obtiene con un proceso de pulverizacion,
secado y molienda de raices de yuca, seguido de un tamizado para separar la fibra de la
harina. Los parametros de calidad especifican el contenido de humedad maximo de 13% p/p,

y el contenido de acido cianhidrico que no exceda del 10 mg / kg.

La harina de yuca contiene ademas de almidén, azucares y fibra. Esta es utilizada en la

elaboracion de productos de panificacion, condimentos, pastas y embutidos. Al no ser la
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yuca una fuente de gluten, puede ser consumida sin problemas, por personas que tienen
intolerancia al gluten. (Sciarini et al., 2008; Pasqualone et al., 2010). El interés de los
productores de alimentos por sustituir en ciertos porcentajes la harina de trigo, por la harina
de yuca, se ha ido incrementado en los ultimos afios, debido al aumento en los precios del
trigo a nivel mundial. Como en el caso de Nigeria, en donde el 70% de la produccion de
yuca es utilizada para la obtencién de harina y cada afio la sustitucién del 15% de harina
de trigo le ahorra a este pais aproximadamente 15 millones de dolares de divisas. (FAO,
2000).

El objetivo de esta investigacion es contribuir a la comprension de la diversidad genotipica
y fenotipica de la yuca, mediante caracterizacion por parametros fisicoquimicos de
almidones y harinas de yuca pertenecientes a siete diferentes centros de diversidad
(Amazonas, Andina, Sabana, Mesoamérica caribe, Selva tropical de América del Sur,
Bosque atlantico seco y humedo) que corresponden a centros de domesticacion y

diversificacion del genero Manihot.

3.2. Metodologia

3.2.1. Materiales

Se utilizaron 73 muestras de almidén de yuca y de harina de yuca pertenecientes a la
coleccion de diversidad genética de CIAT. Estos genotipos fueron sembrados en el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Palmira, Colombia; 3° 30 'N, 76° 21' W,
precipitacién promedio anual: 1021 mm; Altitud: 1000 msnm; temperatura media anual:
26°C) y se cosecharon a 10 meses después de la siembra durante dos ciclos de cosecha.

Todos los andlisis fueron realizados por duplicado.

3.2.1.1. Produccion de almiddn de yuca

Se suspendieron trozos recién cortados de raices de yuca en agua del grifo y se trituraron
en un procesador de alimentos Waring de 4 L de capacidad (New Hartford, CT). La
suspension se filtré a través de un tamiz de 100 ym. El almidén se dejé sedimentar y el
sobrenadante se decant6. Los soélidos se lavaron con agua destilada dos veces y se

centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos. La muestra se sec6 luego en un horno
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conveccion forzada a 40°C durante 36 horas (Thelco Oven model 28, Precision Scientific
Subsidiary de GCA Corp., Chicago, IL).

3.2.1.2. Produccion de harina de yuca

Las raices de yuca se pelaron y lavaron manualmente con agua potable. Luego se

trocearon en un procesador de alimentos Waring de 4 L de capacidad (New Hartford, CT)

hasta un tamafio aproximado de 1 cm de ancho y 3 cm de largo. Los trozos se secaron en

un horno de conveccion forzada (ThelcoOvenmodel 28, Precision Scientific Subsidiary de

GCA Corp., Chicago, IL) a temperatura de 40°C durante 36 horas Para la reduccion de

tamafio se utiliz6 un molino de matrtillo y un tamizador con malla de 150 micrometros.

Tabla 3-1. Resumen de los centros de diversidad evaluados en este estudio y los genotipos que

los conformaron

Zona de c!i\{ersidad Tot:al Pais N°. Pais N°.
genética genotipos genotipos genotipos
Brasil 1 Venezuela 1
Amazonas 5 .

Colombia 3

Colombia 4 Peru 6

Andino 17 Costa Rica 1 Puerto Rico 1
Ecuador 5

Argentina 1 Paraguay 2

Bosque Atlantico Seco 9 Bolivia 1 Perd 1
Brasil 4

Bosque Atlantico Himedo 8 Bra5|l' > Meéxico !
Colombia 2

Brasil 1 Guatemala 1

Mesoamérica Caribe 10 Colombia 5 México 1

Costa Rica 1 Panama 1

Colombia 5 Rep. Dominicana 1

Sabana 13 Cuba 4 Venezuela 3

. L. Brasil 4 Guatemala 1

Selva tro%‘gflsjre America 11 Colombia 2 Panama 1

Cuba 2 Venezuela 1

Total de genotipos
analizados 73
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3.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de los almidones

3.2.2.1. Contenido de humedad

Se pesoO 10 g de cada muestra de almidén (peso inicial) luego se colocaron a 105°C
durante 24 h y se pesaron de nuevo (peso seco). La humedad expresada como porcentaje
se determiné como (peso seco/peso inicial) *100. Se realizaron tres cuantificaciones

diferentes por cada muestra de almidén y luego se calcularon los valores medios.

3.2.2.2. Contenido de amilosa

Este parametro se midio siguiendo procedimientos colorimétricos estandar del protocolo
ISO 6647 DE 1987. Se pes6 0.1 g en base seca de almiddn, los granulos de almidén se
dispersaron primero con etanol y luego se gelatinizaron con hidroxido sodico 1N. Luego,
se tomé una alicuota de 5 ml de la solucién anterior y se le agregé 1 ml de acido acético
1IN y 2 ml de una solucién de yodo al 2%, que produce una coloracién de coloracion azul
negruzco. La intensidad del color, esta relacionada con el contenido de amilosa. Después
se midié con un espectrofotdmetro (longitud de onda de 620 nm) y se comparo con curvas
estandar (usando concentraciones de amilosa que varian de 0 a 30%). Las curvas se
obtuvieron usando amilosa purificada extraida de tubérculos de papa y amilopectina
extraida de raices de yuca. Se realizaron tres cuantificaciones diferentes por muestra de

almidoén y luego se calcularon los valores medios.

3.2.2.3. Claridez del gel

La metodologia sugerida por Craig et al., 1989 fue utilizada. Se pesaron 200 mg de almidén
en base seca y se diluyeron en 20 ml de agua destilada. Luego, se colocaron en bafio
maria a 97°C (1000 msnm) con agitacion completa cada 5 min hasta completar 30 min. La
transmitancia se midi6 a 650 nm después de que el almidon se habia enfriado a
temperatura ambiente. Se realizaron dos cuantificaciones diferentes por muestra de

almidon y luego se calcularon los valores medios.
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3.2.2.4. Propiedades de empastamiento

Los perfiles de viscosidad fueron obtenidos con un Rapid Visco Analyser model RVA-4
Series (Newport Scientific, Warriewood, Australia) segun procedimiento descrito en
Sanchez et al., 2010. En este analisis se mide el comportamiento de los geles de almidén
cuando se someten a calentamiento o enfriamiento. El almidén (1,25 g bs) se dispersé en
agua destilada (cerca de 23 cm?) hasta una suspension del 5%. La viscosidad se registrd
utilizando el siguiente perfil de temperatura: 50 °C durante 1 min, se calent6é de 50°C a 90
°C por 6°C min’, se sostuvo la temperatura en 90°C durante 5 min, y después se enfrié a
50°C a 6°C min't con agitacién continua a 160 rpm. Se utilizé concentracion 10% w harina
/ v inhibidor, inhibidor de amilasa nitrato de plata (AgNO3 0,002 mol L?). Se midieron cuatro
pardmetros: temperatura de empastamiento (TP), viscosidad maxima (Vmax), viscosidad
de la pasta caliente al final de la meseta a 90 ° C (VPC) y viscosidad de la pasta fria (VPF)
a 50 °C.

3.2.2.5. Determinacion del indice de solubilidad (IS) y de
poder de hinchamiento (PH)

El indice de solubilidad (IS) y el poder de hinchamiento (PH) se determinaron usando
dispersiones de almidén de 1% (p/p). Es decir, se pesaron 0,28 g bs de almidén dispersos
en 28 g de agua destilada). La baja concentracion utilizada en el estudio se eligio para
obtener una separacion 6ptima entre las fases del sedimento y el sobrenadante después
de la centrifugacion. El gel se prepar6 en RVA comenzando a 35°C durante 1 minuto,
aumentando las temperaturas a una tasa de 6°C min? hasta los 10 minutos, donde se
mantuvo a 90°C por 2.5 minutos. La agitacion fue a 960 rpm durante el primer minuto y
luego se mantuvo a 160 rpm durante todo el andlisis. La pasta se transfirié a la centrifuga
por 10 min a 7000 rpm y 25°C, después el sobrenadante y el sedimento se separaron y se
pesoO (Wsobrenadante Y Wgel, respectivamente) y luego se secaron a 100 °C durante 48 hy se
tomo el peso seco de 10s dos (Dsobrenadante Y Wel, respectivamente). Los valores obtenidos
se utilizaron para el indice de solubilidad (IS) y el poder de hinchamiento (PH), con las

siguientes ecuaciones:
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IS (%) — 100xD50012);enadante EC 3.1

gagua Wgel x Dgel
PH ( ) = EC 3.2
g almidon Dgel

3.2.3. Caracterizacion fisicoquimica de harinas de yuca

3.2.3.1. Determinacién de azlcares solubles y &cido organicos

Los andlisis sobre azlcares y 4cidos organicos se hicieron para las muestras de harinas
segun Holloway et al., 1989. Cada medicion se realizé en base al peso seco. Se pes6 0.5
g de muestra y luego de agreg6 10 mL de fase mévil (0.005 M de H2S0O4). Se homogenizé
en el ultraturrax durante 30 segundos. Después, se agitd en un agitador horizontal durante
20 minutos a 330 revoluciones por minuto (rpm). Las muestras se centrifugaron a 8000
rpm por 10 minutos a 25°C y el sobrenadante se filtr6 a través de una membrana de 0.22
pum. Finalmente, la muestras se depositaron en viales de 1.5 mL. Los azUcares y acidos
organicos se analizaron por HPLC usando una columna Biorad, Aminex HPX 87H,
equipada con un detector de UV (MWD G 1365D para acidos organicos) ajustado a 210 x
1012 my conectado en serie con un detector de indice de refraccion (RID G 1362A para
azlcares) y una valvula de inyeccién equipada con un lazo de 15 x 10 L. Las muestras
se separaron isocraticamente a 10°L s, a 30°C DO. Se prepararon tiempos de retencién
y curvas estandar para los siguientes azlcares: glucosa (Sigma-Aldrich G7528), fructosa
(Sigma-Aldrich F2543) y sacarosa (Sigma-Aldrich (299.5%) S7903) y para los siguientes
acidos organicos: citricos (Sigma-Aldrich CO759), malico (Sigma-Aldrich (99%) 240179),
succinico (Sigma-Aldrich (99%) S3674) y fumarico (Supel-Co Analytical R412205).

3.2.4. Andlisis estadistico

Con los datos promedios obtenidos por pardmetro evaluado de cada genotipo
perteneciente a los sietezonas eco geogréficas se realizaron: pruebas de comparacion de
medias mediante test de Tukey, andlisis de varianza y correlacién de Pearson utilizando el
software de andlisis estadistico JMP versibn 12.2 y paquete SAS (Version 9,1)

considerando que no hay diferencia significativa entre valores P< 0,05.
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3.3. Resultados y Discusion

Las propiedades de empastamiento de las 73 muestras de almidones de yuca analizadas
se reportaron en la Tabla 3-1. La Vmax promedio fue de 881.34 cP y oscil6 de 486.65 cP
a 1068.79 cP. También, se reporté que para este parametro existen altamente diferencias
significativas (< 0.0107*) entre los centros de diversidad, donde la zona Bosque Atlantico
Humedo presenté los genotipos con mayor Vmax (1=910.02 cP) y la zona Selva tropical
de América del sur present6 los genotipos con menor Vmax (u=693.41 cP) (Fig. 3-1). Esta
variabilidad en almidones de yuca también fue reportada por Sanchez et al., 2009, quienes
encontraron valores de Vmax de 1505 mPa s hasta 146 mPa s. Otros autores mencionan
gue la viscosidad de la yuca es inicialmente alta, pero decae bruscamente con la agitacién
continua por encima de 90°C. Este comportamiento lo hace tecnolégicamente conveniente
como sustrato para procesos hidroliticos pero inapropiado como sustituto para los
almidones de cereales en procesos que requieren retrogradacion. Alcanza rapidamente el
pico de viscosidad maxima lo que implica que es un almidén facil de cocinar y requiere
menor consumo de energia. En cuanto a los resultados obtenidos para las variables de
Vmin y Vfinal existieron diferencias altamente significativas (P< 0.0001*) entre las zonas
evaluadas. Siendo la zona del Amazonas la que presenté los valores mas bajos mientras
gue la zona Sabana present6 los valores mas altos (Fig. 3-2 y Fig.3-3). Segun Tabla 3-1,
La Vmin promedio fue de 474.88 cP y oscilé de 224.41 cP hasta 775.97 cP y la Vfinal
promedio fue de 769.80 cP y oscil6 de 279.91 cP hasta 1128.97 cP.

Tabla 3-2: Propiedades funcionales y fisicoquimicas de los almidones analizados

Pardmetro Valor maximo Valor minimo Promedio DE
Vmax (cP) 1068.79 486.65 811.34 126
Vmin (cP) 775.97 224.41 474.88 76
Vfinal (cP) 1128.97 279.91 769.80 133
VPC (cP) 817.47 256.91 496.96 77
VPF (cP) 1058.97 259.91 696.38 121
TP (°C) 70.07 63.02 66.95 1
Amilosa (%) 25.41 15.00 20.46 2
Claridez (%) 69.05 44,55 57.04 5
IS (% bs) 19.82 9.16 14.53 3
PH (gAgua/gAlmidon) 32.79 13.64 24.85 3
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Figura 3-1: Analisis univariado para el parametro Vmax (cP) por cada zona de diversidad

Tabla 3-3: Resultados comparacién de medias para el parametro Vmax (cP)

Zona de diversidad
Bosque Atlantico Himedo

Sabana

Mesoamérica Caribe
Bosque Atlantico seco
Amazonas

Andino

Selva tropical de América del sur

>>>>>>r

W wWw

B

Media
910.02
848.62
819.47
813.64
813.55
806.05
693.41

DE
41.31
3241
36.95
38.95
52.25
28.34
35.23

N° de genotipos
8
13
10
9
5
17
11

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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Figura 3-2: Andlisis univariado para el parametro Vmin (cP) por cada zona de diversidad
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Tabla 3-4: Resultados comparacién de medias para el pardmetro Vmin (cP)

. . : N° de
Zona de diversidad Media DE genotipos
Sabana A 507.98 17.75 13
Mesoamérica Caribe A 490.12 20.24 10
Andino A 489.54 15.52 17
Bosque Atlantico Himedo A 479.46 22.63 8
Bosque Atlantico seco A 479.17 21.34 9
Selva tropical de América del sur A 462.18 19.30 11
Amazonas B 321.45 28.62 5
*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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Figura 3-3: Andlisis univariado para el parametro Vfinal (cP) por cada zona de diversidad

Tabla 3-5: Resultados comparacion de medias para el parametro Vfinal (cP)

Zonade diversidad Media DE X (.je
genotipos
Sabana A 837.23 28.82 13
Andino A 800.31 25.21 17
Bosque Atlantico seco A 798.85 34.64 9
Mesoameérica Caribe A 797.76 32.87 10
Bosque Atlantico Himedo A 785.58 36.74 8
Selva tropical de América del sur A 716.26 31.34 11
Amazonas B 475.05 46.48 5

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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La zona del Selva tropical de América del Sur presenté la mas alta TP (U=67.71°C)
mientras que la zona Andina presenté los almidones con menor TP (U=66.13°C). La figura
3-4 indicd que existen diferencias altamente significativas (P=0.0478*) entre las zonas
evaluadas. La temperatura de empastamiento promedio de los 73 genotipos fue de
66.95°C y varié de 63.02°C a 70.07°C. Otros autores reportaron datos similares con TP
promedio de 65.37°C y vario de 58.8°C a 71.2°C (Séanchez et al., 2010). Otros autores
mencionan que la temperatura de empastamiento (63 °C) es similar a la del almidon de
papa, pero esta por debajo de las temperaturas de gelatinizacién de los cereales (74-81
°C).
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Figura 3-4: Analisis univariado para el parametro TP (°C)

Tabla 3-6: Resultados comparacién de medias para el parametro TP (°C)

Zona de diversidad Media DE N°de genotipos
Selva tropical de América del sur A 67.71 0.40 11
Bosque Atlantico seco A B 67.69 0.44 9
Mesoamérica Caribe A B 67.18 0.42 10
Amazonas A B 66.94 0.59 5
Sabana A B 66.85 0.37 13
Bosque Atlantico Himedo A B 66.70 0.47 8
Andino B 66.13 0.32 17

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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En cuanto a los resultados obtenidos en el analisis de contenido de amilosa (%), no hubo
diferencias significativas (P<0,8695) entre siete centros de diversidad y el contenido de
amilosa varié entre 15% hasta el 25% (Tabla 3-6). Segun lo reportado por (Morante et al.,
2016) encontraron genotipos de yuca con contenido de amilosa de 0% hasta 30,2%.
Valores altos en el contenido de amilosa favorecen una mayor solubilidad, mayor
viscosidad, mejor claridad del gel y mayor tendencia a la retrogradacién de los geles
(Ceballos et al., 2008).
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Figura 3-5: Analisis univariado para el parametro contenido de amilosa (%)

Tabla 3-7: Resultados comparacién de medias para el parametro contenido de amilosa (%)

Zona de diversidad Media DE N°de genotipos
Selva tropical de América del sur A 20.92 0.93 5
Bosque Atlantico seco A 20.75 0.50 17
Bosque Atlantico Himedo A 20.62 0.74 8
Mesoameérica Caribe A 20.59 0.69 9
Sabana A 20.42 0.66 10
Andino A 20.18 0.58 13
Amazonas A 19.38 0.63 11

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.

La claridez del gel o de la pasta indica la opacidad o transparencia de los geles de almidén
y este parametro esta relacionado con el estado de dispersion de los solutos y con la
tendencia a la retrogradacion de los almidones (Aristizdbaly Sanchez 2007). La zona del

Amazonas presento los genotipos de yuca con geles de almidén mas translucidos mientras
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gue la zona de Selva tropical de América del Sur presentd los geles de almidon menos
translucidos. La figura 3-6 indicO que existen diferencias altamente significativas
(P<0.0005%*) entre las zonas evaluadas. El porcentaje de claridez oscil6 entre 44.55% y
69.05% reportado en Tabla 3-8. Segun Craig et al., 1989, los geles de almid6n con valores
de claridez menores 40% se clasifican como opacos y valores mayores de 40% se
consideran como translucidos o transparentes, en este estudio todos los almidones se
clasificaron como de geles translucidos. Otros autores reportan geles del almidén de yuca
libre de amilosa mas claros (63.5%) que los de la yuca normal (49.9%) (Morante et al.,
2016).
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Figura 3-6: Analisis univariado para el parametro claridez (%)

Tabla 3-8: Resultados comparacion de medias para el parametro claridez (%)

: : : N° de
Zona de diversidad Media DE genotipos
Amazonas A 62.15 1.94 5
Bosque Atlantico Himedo A 59.64 1.53 8
Mesoameérica Caribe A 58.60 1.37 10
Sabana A 58.07 1.20 13
Andino A B 56.68 1.05 17
Bosque Atlantico seco A B 55.52 1.44 9
Selva tropical de América del sur B 51.95 1.31 11

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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En cuanto a los resultados obtenidos en el analisis de IS, existen diferencias altamente
significativas (P=0.0082*) entre las zonas evaluadas (Fig.3-7). El centro de diversidad del
Bosque Atlantico Himedo presento los valores mas altos de solubilidad mientras que la

zona Sabana presento los valores més bajos.

En cuanto a los resultados obtenidos en el andlisis de PH, existen diferencias altamente
significativas (P=0.0003*) entre las zonas evaluadas (Fig.3-8). El centro de diversidad del
Bosque Atlantico Himedo presenté los valores méas bajos de PH (u=22.4). Mientras que la
zona Sabana presento los valores mas altos (u=27.7). Si un almidén muestra un alto poder
de hinchamiento y alta solubilidad esto refleja la baja fuerza de asociacion en los granulos.
El poder de hinchamiento de los almidones de cereales es mas limitado que el que se
observa para los almidones de tubérculos. La capacidad de hinchamiento de los almidones
depende directamente del tipo de almidén, lo que es mayor en almidones de tubérculos
gue con almidones de cereales, pero también depende de factores como el contenido de
amilopectina, el tamafio y la forma de los granulos. La solubilidad del almidén de yuca es
alta, similar al del almidén de papa mientras que en los almidones de cereales se reduce
debido a la presencia de lipidos (Aristizabal y Sanchez, 2007; Sanchez et al., 2009;
Sanchez et al., 2010).
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Tabla 3-9: Resultados comparacién de medias para el pardmetro IS (%bs)

Zona de diversidad Media DE N° de genotipos
Bosque Atlantico Himedo A 17.68 1.05 8
Bosque Atlantico seco A B 16.16 0.99 9
Mesoameérica Caribe A B 1472 0.94 10
Amazonas A B 14.34 1.32 5
Andino A B 14.18 0.72 17
Selva tropical de Américadelsur A B 13.89 0.89 11
Sabana B 1241 0.82 13

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.
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15

Amazonas
Andino
Bosque Atlantico
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America del sur

All Pairs
Tukey-Kramer
0.05

Figura 3-8: Andlisis univariado para el parametro PH (gAgua /gAlmidon)

Tabla 3-10: Resultados comparacion de medias para el parametro PH

Zona de diversidad

Sabana A
Andino A
Mesoamérica Caribe A
Selva tropical de América del sur

Bosque Atlantico seco
Amazonas
Bosque Atlantico Himedo

WWWm 0w W

Media

27.67
26.18
25.41
23.27

23.01

22.51
22.44

DE

0.83
0.73
0.95
0.91

1.00
1.34
1.06

N° de genotipos

13
17
10
11

9
5
8

*Las zonas no conectadas por la misma letra son significativamente distintos.
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El andlisis de correlacion de Pearson entre las variables estudiadas reportado en la tabla
3-11, revel6 interaccién entre Vmax con IS, cuyos coeficientes de correlacion de Pearson
fueron 0.5097 con p<0.0001. También, se encontrd correlacion negativa entre IS y PH (-
0.5724, p<0.0001) y una alta correlacién positiva entre Vmin y V final (0,2901, p<0.0001).

Tabla 3-11: Correlacion de Pearson para las variables de caracterizacion de los almidones

Vmax Amilosa Claridez o PH o Vmin Vfinal

Parametros (cP) %) %) IS (%bs) (gAgua/gAlmidon) TP (°C) (P) (cP)
Vmax (cP) 1.0000 | -0.1965 0.3461 | 0.5097 -0.3048 -0.0332 0.2631 | 0.4028
Amilosa (%) 1.0000 -0.2206 | -0.1862 0.0412 0.2868 0.0829 | 0.0735
Claridez (%) 1.0000 | 0.2267 0.2135 -0.0918 -0.2451 | -0.1193
IS (%bs) 1.0000 -0.5724 0.2216 -0.1192 | 0.0030

PH

(gAgua/gAlmidon) 1.0000 -0.2801 0.0480 | 0.0707
TP (°C) 1.0000 -0.0433 | -0.0456
Vmin (cP) 1.0000 | 0.9417
Vfinal (cP) 1.0000

El contenido de azucares y acidos organicos encontrados en la harinas de yuca evaluadas,
se report6 en la Tabla 3-12. En cuanto a los resuktados para el contenido de azucares, se
encontr6 mayores concentraciones de glucosa, sucrosa y fructosa, mientras que la
concentracion de rafinosa fue la mas baja. Los azucares presentes en la yuca son sustratos
importantes para la fermentacién que contribuyen al sabor, color e influyen sobre la textura
en la preparaciones de los alimentos (Johnson, Padmaja y Moorthy, 2009). Son el
componente principal de polimeros de importancia estructural como la celulosa y de
polimeros de almacenamiento energético como el almidén y el glucégeno. La fructosa es
metabolizada y guardada, en parte por el higado en forma de glucégeno como reserva
para situaciones de esfuerzo (Morales, Alvarez and Sanchez, 2008; Anyanwu et al., 2015).
En cuanto al perfil de acidos orgéanicos, se encontré6 mayor concentracion de acido citrico
D_malico y succinico, mientras que se reportdé una baja concentracién de acido oxalico,
cisaconitico y fumarico. El acido malico esta implicado en el metabolismo y la derivacién
de la adenosina trifosfato (ATP), que desempefia un papel central en las tasas de
produccion de energia de todas las células en el cuerpo. El acido succinico participa en la
configuracion del sabor salado, el acido citrico es el que transfiere propiedades gustativas

de astringencia. La aplicacion principal del acido fumarico es como acidulante, éste
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incrementa el poder de gelificantes (Sanchez et al., 2013; Gu et al., 2013; Zainuddin et al.,

2017)

Tabla 3.12: Parametros de calidad de las harinas de yuca evaluadas.

Parametros Valor minimo Valor maximo Promedio Desv’laaon
estandar

Rafinosa (mg/g) 0,00 6,20 3,05 1,09
Sucrosa (mg/g) 7,36 109,64 35,74 21,53
Glucosa (mg/g) 1,22 115,12 12,75 16,49
Fructosa (mg/g) 2,74 96,39 12,26 14,08
Acido Oxalico (mg/g) 0,36 3,99 0,72 0,51
Acido CisAconitico (mg/g) 0,01 0,36 0,06 0,05
Acido Citrico (mg/g) 2,28 52,95 7,61 6,44
Acido D_Malico (mg/g) 1,84 41,51 5,08 5,20
Acido Trans-Aconitico (mg/g) 0,02 0,31 0,04 0,04
Acido Succinico (mg/g) 0,05 25,59 5,13 2,94
Acido Fumarico (mg/g) 0,00 0,41 0,20 0,09

3.4. Conclusiones

R/
0.0

Los genotipos de yuca clasificados en el centro de diversidad de Bosque Atlantico
Humedo presentaron alta Vmax, IS y el mas bajo PH. La zona de sabana se
clasific6 con mas baja IS y los valores mas altos de PH, Vmin y Vfinal. Mientras
gue, los genotipos de la zona de Selva Tropical de America del sur presentaron la
menor Vmax, menor Claridez y mayor TP. La zona de Amazonas reportd los
genotipos con mas baja Vmin y Vfinal pero el mas alto porcentaje de claridez del

gel. Finalmente, la zona Andina tuvo los genotipos con menor TP.

Al caracterizar los 73 almidones de yuca obtuvimos que la Vmax promedio fue de
881.34 cP y oscilo de 486.65 cP a 1068.79 cP. La Vmin promedio fue de 474.88
cP y oscil6 de 224.41 cP hasta 775.97 cP y la Vfinal promedio fue de 769.80 cP y
oscil6 de 279.91 cP hasta 1128.97 cP. Mientras que la temperatura de
empastamiento promedio de los 73 genotipos fue de 66.95°C y vari6 de 63.02°C a

70.07°C. El porcentaje de claridez oscil6 entre 44.55% y 69.05%
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« El analisis de correlacién de Pearson revel6 interaccion entre Vmax con IS, cuyos
coeficientes de correlacién fueron 0.5097 con p<0.0001. También, se encontrd
correlacion negativa entre ISy PH (-0.5724, p<0.0001).

« En la caracterizacion de harinas de yuca se encontr6 mayor concentracion de
glucosa seguida por sacarosa y fructosa, mientras que la concentracion de rafinosa
fue baja. En cuanto al perfil de &cidos organicos, se encontré mayor concentracion
de acido citrico, D_malico y succinico, mientras que se reporté una baja

concentracion de acido oxalico, cisaconitico y fumarico.
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Identificacion de regiones en el genoma de layuca
asociadas al contenido de cianuro empleando el
meétodo de GWAS

Resumen

El estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) se llevé a cabo para mapear
loci de rasgos cuantitativos asociados con el contenido de cianuro en hojas y raices
de yuca un importante parametro de calidad poscosecha, se utilizaron 236
genotipos de yuca con origen de diferentes paises, una muestra representativa de
la diversidad de germoplasma en la coleccion genética de CIAT. El contenido de
HCN en las hojas varié de 538 ppm a 6181 ppm, para las raices el contenido de
HCN oscil6 26 ppm a 1346 ppm. En el estudio de GWAS se llevo a cabo utilizando
69.132 marcadores SNP y multiples elementos en MLM: modelo PCA + K en el
software TASSEL. Se identifico una region genémica en el cromosoma 13y 11 con
cuatro SNPs significativamente asociados con el contenido de HCN. Una basqueda
en el genoma de la yuca ubicé estos SNPs en las cercanias de los genes
Manes.13G079400, Manes.13G078400, Manes.13G084300, Manes.11G104200 y
Manes.11G104100. Este estudio proporciona informacion sobre la aplicacién
practica de GWAS para diseccionar la base genética de los rasgos cuantitativos en
la yuca. Los hallazgos presentados aqui ofrecen una base practica para mejorar el
contenido de HCN en la yuca a través de la seleccion asistida por marcadores y la

seleccion gendmica.

Palabras claves: GWAS, Genes, Cromosomas, SNP, Yuca, Cianuro.
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4.1. Introduccioén

En todo el mundo, la yuca (Manihot esculenta Crantz) se ha cultivado como una importante
fuente de alimentos y materia prima industrial desde que se desarroll6 la agricultura (FAO,
2007). A medida que el tamafio de la poblacion mundial se aproxima a los nueve mil
millones, se proyecta que el cultivo de yuca sera apto para satisfacer las crecientes
demandas de calorias. La yuca se cultiva y se consume ampliamente en las regiones
tropicales de Africa, Asia y América Latina, donde proporciona seguridad alimentaria
familiar en comunidades agricolas de escasos recursos (Monfreda et al., 2008; Salvador
et al., 2014) Sin embargo, la naturaleza heterocigota intrinseca, los largos ciclos de
reproduccion y la alta sensibilidad a las variaciones ambientales hacen que la yuca sea un
cultivo dificil de reproducir convencionalmente (Ceballos et al., 2015).

Como cultivo cianogénico, la yuca tiene la capacidad de liberar cianuro de hidrégeno (HCN)
durante el dafio celular (Iglesias, Sdnchez y Yeoh, 2002). La variacion entre los cultivares
en cuanto a su potencial cianogénico causa expectacion sobre los posibles efectos
perjudiciales sobre la salud. El contenido de HCN en la yuca es un rasgo cuantitativo
(Dixon, Asiedu y Bokanga, 1994), dado que la reproduccion convencional no ha sido
efectiva con loci de rasgos cuantitativos (QTL) de baja heredabilidad, se espera que el
mejoramiento molecular sea un método de mejoramiento eficiente (Collard et al., 2005;
Xinyou et al., 2003).

No obstante, los avances recientes en las tecnologias de secuenciacién de nueva
generacion (NGS) han hecho que el andlisis de asociacion del genoma basado en el
desequilibrio de ligamiento (GWAS) sea una herramienta favorable para mapear rasgos
complejos en plantas superiores (Davey et al., 2011). Con mas del 97% del genoma de la
yuca secuenciado (Prochnik et al., 2012), ahora es posible utilizar GWAS (Oliveira et al.,
2012) para anclar con precision polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) vinculado a los
rasgos de interés. De hecho, estas plataformas hacen que sea facil inferir funciones de
tales polimorfismos basados en anotaciones de las regiones genomicas donde estan
posicionadas. En este contexto, el objetivo de este estudio es identificar las regiones
gendmicas y los SNP vinculados a las variaciones naturales del contenido de HCN en

genotipos de yuca.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Genotipado de polimorfismo de nucleétido tnico (SNP)

El ADN gendmico total se extrajo de las hojas de yuca recién expandidas de acuerdo con
el procedimiento descrito por Doyle & Doyle, 1990. Se realizé secuenciacion genética con
metodologia de RAD Sequencing en el Instituto de Gendmica de Beijin (BGI), esta técnica
consiste en la digestion de ADN gendmico, de multiples muestras de interés con enzimas
de restriccidn seleccionadas, y adaptadores con etiquetas especificas de las muestras, con
terminaciones salientes que corresponden al sitio de corte de la enzima de restriccion, que
son ligados a los fragmentos de restriccion digeridos (Davey et al., 2013). Estos
adaptadores son cortados a un tamafio adecuado (tipicamente de 300-700pb) para
secuenciacion con lllumina mediante sintesis. Una vez obtenidas las secuencias, se utilizé
el software NGSEP (Next Generation Sequencing Eclipse Plugin) (Cruz et al., 2014) para
mapear las secuencias crudas de illumina a la version actualizada del genoma de
referencia AM560-2 vs 6.1 (Prochnik et al., 2012) disponible en Cassava Genome HUB
(https://www.cassavagenome.org), con el propdsito de identificar SNPs entre los genomas
en estudio y el genoma de referencia, generando un catélogo de variantes y obteniendo
los genotipos correspondientes a cada muestra. La visualizacion grafica de estos SNPs se
realizé en el programa FLAPJACK (Milne et al., 2010). La herramienta TASSEL-GBS se
utilizé para hacer SNP siguiendo los procedimientos bioinformaticos descritos en Elshire
et al.,, 2011 y Glaubitz et al., 2014. Para eliminar sitios no segregados y no informativos,
los datos imputados se filtraron adicionalmente en los siguientes umbrales: frecuencia de
alelos minoritarios (MAF) = 0,01, recuento minimo de genotipos = 50 y proporcion

heterocigota minima = 0,01.

4.2.2. Estructura de la poblacion

Para contabilizar los falsos positivos en GWAS, se investigo la estructura de la poblacion
en el panel utilizando el programa STRUCTURE (version 2.3.4). La probabilidad de
pertenencia para cada genotipo en una cantidad de subpoblaciones hipotéticas (k) se
estimo utilizando marcadores de SNP. Las subpoblaciones 1-7 se probaron usando un
modelo de mezcla. El programa se ejecut6 por primera vez durante un periodo de burn-in
de 100.000, mientras que las probabilidades posteriores se estimaron utilizando el método

de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) con 100.000 repeticiones. El nUmero mas probable



86 Evaluacién de propiedades nutricionales y de calidad comercial en siete
centros de diversidad de yuca con genotipificacién para contenido de cianuro

de subpoblaciones se determind usando el Ak (Evanno et al., 2005). La estructura de la
poblacion se siguié investigando utilizando el andlisis de coordenadas principales. La
matriz de parentesco (K) se estim6 en TASSEL y se usé como covariable para controlar
los falsos positivos en el analisis del rasgo del marcador.

4.2.3. Andlisis de asociacidn de elementos SNPs

Los estudios de asociacién del rasgo-marcador se llevaron a cabo en la versién 4 de
TASSEL (Bradbury et al., 2007). En TASSEL, los modelos: GLM, GLM + Q, GLM + PCA,
MLM + Q + K, MLM + PCA + K se probaron para descubrir asociaciones verdaderas de
rasgo-marcador y garantizar la efectividad en el control de falsos positivos. Los resultados
mostraron que los modelos GLM no eran lo suficientemente buenos para controlar los
falsos positivos (datos no presentados), por tanto MLM + Q + K como MLM + PCA + K
resultaron efectivos para encontrar asociaciones verdaderas. Ademas, los resultados de
ambos modelos de MLM fueron similares, por lo tanto MLM + PCA + K se us6 en el estudio
actual. Los alelos de SNP <0,05 de frecuencia se trataron como alelos menores, por lo que
se eliminaron del andlisis las variantes raras que tenian alelos menores. Las variantes con>
10% de SNP faltantes también se descartaron del analisis. EI pFDR (g <0.05) se aplico
para probar la significacion estadistica de las comparaciones mdltiples de todos los
marcadores detectados seglin Storey, 2002. Los datos de salida incluyeron R? (% de
variacién fenotipica explicada por marcadores significativos), los efectos aditivos donde un
valor positivo indica la presencia de alelos que potencian la asociacién con el contenido de
cianuro y un valor negativo indica la presencia de alelos que reducen la asociacion con las
variaciones en el contenido de cianuro. La secuencia de SNPs significativos se sometio a

busquedas BLAST, para anotar los genes predichos.

4.2.4. Modelo de mapeo de la asociacién

Las evaluaciones del modelo de mapeo de asociacion se basaron en el gréfico quantile-
guantile (Q-Q plot), que es un grafico de los valores observados de —logio P frente a los
valores esperados de —logio P bajo la hipétesis nula de que no hay asociaciéon entre un
SNP vy el fenotipo. El enfoque utilizado para identificar las sefiales de GWAS se baso por
completo en los valores de P mas pequefios obtenidos del MLM, donde los SNPs se

clasificaron en funcién del orden ascendente de sus valores de P. Los SNPs con valores
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de P inferiores al umbral de Bonferroni al 5% se consideraron significativamente asociados
con los fenotipos. Ademas, las sefiales de asociacién de los cromosomas se visualizaron
a partir de graficos de Manhattan generados utilizando gqgman en el paquete de software
R (Turner, 2014). Se examino la secuencia del genoma de referencia de yuca utilizando
cassava genome Hub para buscar genes modelo en las proximidades de SNPs
significativos. Para superar los problemas de no colinealidad que pueden existir dentro de
esta version del genoma (dado que solo esti parcialmente completa), se consideraron
intervalos mas amplios (hasta 0,5 Mb) mientras se buscaban genes de via en las cercanias

de SNPs que mostraran asociaciones significativas.

4.3. Resultados y Discusion

En el analisis de MLM para HCN, se detect6 una fuerte sefial de GWAS (Fig.4-1) y el
andlisis de los cromosomas mapeo la sefal en el cromosoma 13 y 11 del genoma de la
yuca (Fig.4-2). Dentro de esos picos, cuatro SNPs tenian P valores menores que el 5% del
umbral de Bonferroni de significancia de todo el genoma. Los analisis de MLM indicaron el
mas alto -logio (P) para el marcador S13_12562917 (P=7.86E-12) seguido del marcador
S13 12290459 (P=5.66E-10). Estos dos SNPs representaron la mayor varianza fenotipica
(9%) para HCN (Tabla 4-1).

Expected -Log10(P-Value) vs. -Log10(P-Value)

11

10

-Log10(P-Value)
o

o]
00 02 04 06 OB 10 12 14 16 1B 20 22 24 26 2B 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
Expected -Log10(P-Value)

B HCMN — Expected Values

Figura. 4-1: Diagramas de quantile-quantile (QQplot) para el diagnéstico de sefales de
asociacion basadas en las mejores predicciones lineales e imparciales para el
contenido total de HCN
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Figura. 4-2: Gréafico de Manhattan para el diagndstico genémico de las sefiales de
asociacion que se basan en las mejores predicciones lineales no sesgadas para el
contenido total de HCN.

Tabla 4-1: Lista de SNPs con significado de asociacién al genoma de yuca para el
contenido de HCN

$13 12562917 | 13 | 12562917 | 7.86E-12 | -2.26E+02 139.44 0078 | Manes.13G079400 | Uncharacterized protein
At5g08430
$13_12290459 | 13 | 12290459 | 5.66E-10 | -2.31E+02 24.65 0.060 | Manes.13G078400 Eukaryotic aspartyl
protease family protein
513 13997583 | 13 | 13997583 | 3.27E-09 | -2.16E+02 | -6.88E+01 | 0.056 | Manes.13G084300 actin-7 [ Manihot
esculenta (cassava) |
uncharacterized
S11 18989037 | 11 | 18989037 | 5.77E-09 310.15 -2.80E+02 | 0.077 | Manes.11G104200 pieilion
wall-associated receptor
$13_12118062 | 13 | 12118062 | 2.27E-08 181.47 5091997 | 0.059 | Manes.11G104100 | kinase 2-like [ Manihot
esculenta (cassava) |
@ Cromosoma

b Ubicacién del SNP en el cromosoma en la secuencia del genoma de la yuca
¢ Proporcion de la variacién del rasgo genético explicada por los SNP
d Efecto aditivos

¢ Efecto dominante

f Anotacion del gen usando busqueda en BLAST en Cassava genome HUB



Manes.13G079400 Uncharacterized protein At5g08430 15071 bp
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Tabla 4-2: Descripcion de los posibles genes encontrados.

[12,568,887 -> 12,585,057]

(44.7 centisomes)

Manes.13G078400 Eukaryotic aspartyl protease family protein

1404 bp/ | [12,290,137 -> 12,291,540] (43.71

Manes.11G104100

467 aa centisomes)
. . 1392 bp / [13,968,804 -> 13,970,195] (49.68
Manes.13G084300 actin-7 [ Manihot esculenta] .
463 aa centisomes)
. [18,990,096 -> 18,990,597]
Manes.11G104200 uncharacterized LOC110625851 502 bp )
(69.39 centisomes)
wall-associated receptor kinase 2 3951 bp/ [18,985,862 -> 18,989,812] (69.37

[ Manihot esculenta ] 1316 aa centisomes)

Se hizo referencia a la secuencia del genoma de la yuca en Cassava genoma Hub para
identificar genes anotados a una distancia de + 0.5 Mb de la regién genémica ocupada por
los SNP significativos (Tabla 4-1 y 4-2). La produccion agricola en todo el mundo esta
siendo desafiada por un rapido crecimiento de la poblacion humana, tierras cultivables
limitadas y cambios climéaticos adversos, que requieren mayores esfuerzos para optimizar
el uso de los recursos disponibles necesarios para equilibrar el aumento de la produccién
de alimentos con efectos ambientales reducidos. Por su parte, los mejoradores de plantas
podrian beneficiarse de la aplicacion de herramientas gendmicas avanzadas para
descubrir y usar variaciones genéticas funcionales para mejorar los cultivos (Moose y
Mumm 2008). Afortunadamente, existen diversos recursos genéticos de yuca en los
tropicos para rasgos econémicamente importantes (Nassar 2003; Nassar et al., 2007).
Dicha variacién genética Util podria explorarse a través de GWAS para aislar y mejorar los
rasgos de importancia agricola en un cultivo que ciertamente proporcionara alimento a esta
poblacion humana en rapido crecimiento (Ceballos et al., 2015). En consecuencia, este
estudio se centro en el contenido de HCN. Una prueba de GWAS con 69.132 marcadores
de SNP y 236 genotipos de yuca se realizd con el fin de comprender las causas genéticas
de la variacion natural del contenido de HCN en la yuca. Tal conocimiento proporcionaria
un marco para emprender una mejora genética mas sistemética de la yuca para disminuir

los niveles de contenido de HCN en las raices y hojas.
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La naturaleza heterocigota y el gran tamafio del genoma de la yuca son factores
importantes a tener en cuenta al aplicar las tecnologias NGS para estudiar el cultivo
(Oliveira et al., 2012; Ceballos et al., 2015). La secuenciacion del genoma de la yuca tiene
aproximadamente 582.25 Mb de longitud con un total de 33.033 loci que contienen
transcripciones codificantes de proteinas dispuestas en 18 cromosomas (Goodstein et al.,
2012; Prochnik et al., 2012).

4.4. Conclusiones

En conclusién, este estudio fue uno de los esfuerzos pioneros para aplicar las tecnologias
NGS para dilucidar la genética de la yuca a nivel molecular y ha demostrado que GWAS
es una poderosa herramienta para desentrafiar factores genéticos relacionados con
variaciones naturales de caracteres importantes en la yuca. El GWAS identificé cuatro
SNPs fuertemente vinculados al contenido de HCN en la yuca, ubicado en las cercanias
de los genes Manes.13G079400, Manes.13G078400, Manes.13G084300,
Manes.11G104200 y Manes.11G104100. Estos SNPs podrian proporcionar una vision
refinada de la arquitectura genética del contenido de HCN y ofrecer una base practica para
el desarrollo de variedades de yuca con bajos niveles de HCN. Sin embargo, se requieren
esfuerzos adicionales para secuenciar la region genémica que contiene la sefial de
asociacion significativa con el fin de descubrir informaciéon de secuencia util que puede
apuntalar las funciones metabdlicas de los SNPs asociados con respecto a la acumulacién

de HCN en raices de yuca.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

Conclusiones generales

«» El estudio permiti6 identificar y seleccionar 10 genotipos de yuca de 6ptima calidad

pos cosecha porque cumplen con los criterios de preferencia de los consumidores

y las exigencias del mercado, ya que presentaron un bajo contenido de HCN menor

a 200 ppm, alto contenido de MS 35% al 42%. También, presentaron buena calidad

culinaria con un tiempo de coccién menor a 25 minutos y un indice de DFP menor

al 12%. Estos genotipos permitiran iniciar programas de mejoramiento genético

De la caracterizacion de los siete centros de domesticacion por parametros de

calidad poscosecha en hojas, raices, almidones y harinas, se concluyo:

A)

B)

C)

D)

En la zona de Amazonas se agruparon los genotipos de yuca con mayor
contenido de HCN en raices y hojas, presentaron mayor tiempo de coccion, alta
susceptibilidad al DFP, también tuvieron mayor contenido de carotenos en
hojas, y sus almidones presentaron mayor claridez del gel, y menor Vmin y
Vfinal.

La zona Andina present6 los genotipos con mas bajo contenido de HCN en
hojas y raices, corto tiempo de coccion, alta susceptibilidad al DFP y los
almidones presentaron la més baja temperatura de empastamiento.

La zona Sabana agrup6 los genotipos con mas alto %MS, bajo HCN, largo
tiempo de coccibn y la mayor susceptibilidad al DFP. Sus almidones
presentaron valores altos de Vmin, Vfinal, bajo IS y alto PH.

La zona de Bosque Atlantico Seco presentd genotipos de yuca con bajo

contenido de HCN, largo tiempo de coccion y alta susceptibilidad al DFP.
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E) La zona de Bosque Atlantico Himedo agrup6 genotipos de yuca con alto
contenido de HCN en hojas y raices, largo tiempo de coccion y la mas baja
susceptibilidad al DFP, mientras que sus almidones presentaron alta Vmax, alto
IS y bajo PH.

F) Lazona Mesoamérica Caribe tuvo los genotipos de yuca con bajo contenido de
HCN, largo tiempo de coccion, alta susceptibilidad al DFP y alto contenido de
MS, bajo contenido de carotenos en sus hojas.

G) La zona Selva tropical de América del sur present6 los genotipos con alto
contenido de HCN, alta MS, largo tiempo de coccion, susceptibilidad al DFP y
sus almidones tuvieron bajo IS, alto PH, Vmin y Vfinal.

Se estableci6 una escala de relacién entre tiempo de coccion y la firmeza de yuca
cocinadas donde los genotipos que tuvieron un tiempo éptimo de cocciébn menor a
20 min y presentaron firmeza menor a 2000g, genotipos que presentaron tiempo
de coccion intermedios de 20 a 30 min presentaron firmeza entre 2000g a 4000g,
y los genotipos de largo tiempo de coccion mayor a 40 minutos y presentaron

firmeza de 5000 g en adelante.

Este estudio fue uno de los esfuerzos pioneros para aplicar las tecnologias NGS
para dilucidar la genética de la yuca a nivel molecular y ha demostrado que GWAS
es una poderosa herramienta para desentrafiar factores genéticos relacionados
con variaciones naturales de caracteres importantes en la yuca. El GWAS identificé
69.132 SNPs con respecto al genoma de referencia AM560-2 y relacioné las
caracteristicas genotipicas con las fenotipicas de 236 genotipos de yuca. Se obtuvo
gue cuatro SNPs estan fuertemente vinculados al contenido de HCN en la yuca,
ubicado en las cercanias de los genes Manes.13G079400, Manes.13G078400,
Manes.13G084300, Manes.11G104200 y Manes.11G104100 en los cromosomas
11 y 13. Estos SNPs podrian proporcionar una vision refinada de la arquitectura
genética del contenido de HCN vy ofrecer una base practica para el desarrollo de
variedades de yuca con bajos niveles de HCN. Sin embargo, se requieren
esfuerzos adicionales para secuenciar la region genémica que contiene la sefal de
asociacion significativa con el fin de descubrir informacién de secuencia util que
puede apuntalar las funciones metabdlicas de los SNPs asociados con respecto a

la acumulacion de HCN en raices de yuca.
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5.2. Recomendaciones

R/

% Se recomienda utilizar los 10 genotipos identificados con 6ptimos pardmetros pos
cosecha para continuar con programas de mejoramiento genético para direccionar
cruzamientos con el objetivo de mejorar clones con mayor contenido nutricional, y
mejores caracteristicas agrondémicas e industriales.

% Se recomienda continuar con estudios que tiendan a la confirmacién sobre rutas

metabolémicas y protedmicas que estan inmersas en el parametro contenido de

cianuro.






Anexo A: Resultados del analisis de GWAS

Tabla A. Resultados del analisis de GWAS

1 S$13_12562917 13 12562917 7.86E-12  -2.26E+02 139.44424 0.07798
2 $13_12290459 13 12290459 5.66E-10 -2.31E+02 24.65472 0.06035
3 S$13_13997583 13 13997583 3.27E-09 -2.16E+02 -6.88E+01 0.05631
4 S$11_18989037 11 18989037 5.77E-09 310.14741 -2.80E+02 0.0775
5 S$13_12118062 13 12118062 2.27E-08 181.47455 50.91997 0.05866
6 S17_21671426 17 21671426 1.51E-07 -1.08E+02 477.1329 0.04254
7 S13_16127575 13 16127575 4.06E-07 -2.11E+02 -1.25E+02 0.03946
8 S$13_12146844 13 12146844 5.09E-07 -1.82E+02 14.13958 0.04267
9 S$13_12118031 13 12118031 5.55E-07 185.89607 -7.88E+00 0.04082
10 516_1074579 16 1074579 5.86E-07 132.59178 -5.96E+01 0.04357
11 S13_16258952 13 16258952 7.28E-07 -2.30E+02 -8.24E+01 0.0392
12 S16_802491 16 802491 1.61E-06 155.30931 37.67186 0.03577
13 S16_796681 16 796681 2.17E-06  -1.77E+02 -3.50E+01 0.03491
14 S516_801876 16 801876 3.42E-06  -1.65E+02 13.86561 0.03363
15 S16_805081 16 805081 3.83E-06  -1.72E+02 26.70178 0.04745
16 S16_805083 16 805083 3.83E-06 172.37179 26.70178 0.04745
17 S16_805085 16 805085 3.83E-06 172.37179 26.70178 0.04745
18 S16_796716 16 796716 4.73E-06  170.08486 -2.72E+01 0.03278
19 S$13_11832161 13 11832161 6.32E-06  -2.16E+02 -1.79E+02 0.03525
20 S16_805124 16 805124 6.89E-06 168.14722 10.23767 0.04317
21 S13_17127291 13 17127291 6.93E-06 224.49259 -1.02E+02 0.03195
22 S16_805069 16 805069 9.14E-06  -1.66E+02 29.71118 0.04406
23 S11_20290701 11 20290701 9.34E-06 191.8261 -3.13E+01 0.03263
24 S$13_13796214 13 13796214 1.10E-05 174.14808 -6.64E+01 0.03412
25 S16_11840227 16 11840227 1.10E-05 145.5281 77.80812 0.03314
26 S$13_13774858 13 13774858 1.29E-05 212.25902 -1.14E+02 0.04816
27 S$13_16149072 13 16149072 1.31E-05 -2.16E+02 -1.37E+02 0.03042
28 $13_16149079 13 16149079 1.31E-05 215.68694 -1.37E+02 0.03042
29 S13_14016790 13 14016790 1.38E-05 -1.53E+02 6.03769 0.03015

w
o

S13_13774867 13 13774867 1.42E-05 -2.12E+02 -1.14E+02 0.04805
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Tabla A. Resultados del andlisis de GWAS (continuacion)

N SNP Ch Posicion P (Valor) add_effect dom_effect R?

31 S15_6775351 15 6775351 1.75E-05 -2.49E+02 -4,18E+01 0.02919
32 $10_3363622 10 3363622 1.81E-05 245.81159 -1.56E+02 0.03008
33 S13_13769766 13 13769766 1.83E-05 -1.32E+02 83.34588 0.0293
34 $16_805120 16 805120 1.84E-05 163.28021 41.08039 0.03905
35 S11 9834102 11 9834102 1.86E-05 143.92087 -1.40E+02 0.03177
36 S16_805099 16 805099 1.96E-05 136.88023 123.4891 0.03883
37 S06_23452956 6 23452956 2.21E-05 -7.89E+01 194.94737 0.03144
38 S13_13074897 13 13074897 2.52E-05 156.19865 -4.48E+01 0.02851
39 S08_27136682 8 27136682 2.81E-05 119.38759 -8.94E+01 0.02827
40 S08_33211663 8 33211663 3.31E-05 279.36598 -1.90E+02 0.03649
41 S13_16164337 13 16164337 3.63E-05 204.77442 -8.26E+01 0.0277
42 S06_23199288 6 23199288 3.68E-05 137.35895 63.55212 0.02722
43 S08_32576846 8 32576846 4.13E-05 -1.90E+02 -4.66E+01 0.02787
44 S13_16222591 13 16222591 4.40E-05 169.70807  -1.34E+01 0.02676
45 S13_17420829 13 17420829 4.47E-05 -1.89E+02 -4.55E+01 0.02682
46 S$16_732199 16 732199 4.67E-05 -1.29E+02 -1.76E+01 0.0282
47 S09_25808154 9 25808154 4.81E-05 NaN NaN 0.02193
48 S14 6139494 14 6139494 4.93E-05 -2.03E+02 -1.64E+02 0.02639
49 S06_23254226 6 23254226 5.20E-05 -1.59E+02 39.1068 0.02627
50 S13_13606865 13 13606865 6.27E-05 147.33759  -1.93E+01 0.02602
51 S$13_8622450 13 8622450 6.41E-05 -1.24E+02 35.60551 0.02598
52 S01_21144169 1 21144169 6.82E-05 181.24678 -1.05E+02 0.02558
53 S01_21144170 1 21144170 6.82E-05 -1.81E+02 -1.05E+02 0.02558
54 S17_21488385 17 21488385 8.54E-05 199.92173 -1.58E+02 0.03
55 S06_23208001 6 23208001 9.43E-05 -1.59E+02 34.32149 0.02464
56 S08_32494042 8 32494042 9.82E-05 -1.31E+02 99.21908 0.02468
57 S08_32494150 8 32494150 1.14E-04  -1.95E+02 -5.52E+01 0.02415
58 S$14 5949864 14 5949864 1.27E-04  -2.20E+02 -1.27E+02 0.02745
59 $16_1008800 16 1008800 1.33E-04  97.34309 23.49227 0.02842
60 S01_23666378 1 23666378 1.46E-04 -3.11E+02 -3.46E+02 0.02345
61 S$16_1311249 16 1311249 1.52E-04  90.24739 60.71234 0.02347
62 S15_11044258 15 11044258 1.59E-04 332.71568 -3.10E+02 0.02339
63 S13_12477891 13 12477891 1.64E-04  -1.38E+02 43.56683 0.02358
64 S06_21437570 6 21437570 1.73E-04 120.35672 -5.30E+01 0.02301
65 S14_6470624 14 6470624 1.75E-04 194.03793 -1.51E+02 0.02336
66 S15_11044262 15 11044262 1.84E-04 -3.30E+02 -3.14E+02 0.023
67 S05_23631740 5 23631740 1.91E-04 181.0721 -1.57E+02 0.02608
68 S13_13997687 13 13997687 1.92E-04 -1.13E+02 -6.52E+01 0.02934
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Anexo B: Resultados analisis de varianzas

Analisis de varianza de Materia seca (%) en raices de yuca

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 554,8754 92,4792 8,2506 <,0001*
Error 230 2578,0360 11,2089
C. Total 236 3132,9114
Andlisis de varianza de DFP (%) en raices de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 5356,367 892,728 1,7282 0,0044
Error 154 79551,620 516,569
C. Total 160 84907,988
Analisis de varianza de HCN (ppm) en raices de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona diversidad 6 10603896 1767316 66,7656 <,0001*
Error 215 5691144 26470
C. Total 221 16295040
Analisis de varianza de Tiempo 6ptimo de coccion (min) en raices de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 7729,225 1288,20 7,1323 <,0001*
Error 199 35942,697 180,62
C. Total 205 43671,922
Analisis de varianza de HCN (ppm) en hojas de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 30136296 5022716 4,2066 0,0008*
Error 105 125371998 1194019
C. Total 111 155508294
Andlisis de varianza de all-trans-B-carotenos (ug/g) en hojas de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 116646,71 19441,1 3,3805 0,0044*
Error 105 603846,09 5750,9
C. Total 111 720492,80
Andlisis de varianza de carotenos totales (ug/g) en hojas de yuca
Fuente Grados de Suma de Media de los Razon F Prob > F
libertad cuadrados cuadrados
Zona de diversidad 6 128590,0 21431,7 1,5438 0,1712
Error 105 1457689,3 13882,8

C. Total 111 1586279,3
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Analisis de varianza de Vmax (cP) en almidén de yuca

Fuente Grados de Suma de

libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 250162.4
Error 66 901032.2
C. Total 72 1151194.5

Analisis de varianza de Vmin (cP) en almidén de yuca

Media de los
cuadrados

41693.7
13652.0

Media de los
cuadrados
23338.7
4097.1

Media de los
cuadrados
93044.9
10801.3

Media de los
cuadrados
3.98689
1.76132

Media de los
cuadrados

1.78177
4.33992

Media de los
cuadrados
88.3768
18.7879

Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 140032.02
Error 66 270408.30
C. Total 72 410440.32
Analisis de varianza de Vfinal (cP) en almidén de yuca
Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 558269.4
Error 66 712886.1
C. Total 72 1271155.5
Anélisis de varianza de TP (°C) en almiddn de yuca
Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 23.92134
Error 66 116.24725
C. Total 72 140.16859
Analisis de varianza de contenido de amilosa (%) en almidén de yuca
Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 10.69061
Error 66 286.43490
C. Total 72 297.12551
Andlisis de varianza de claridez del gel (%) en almidén de yuca
Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 530.2610
Error 66 1240.0020
C. Total 72 1770.2630

Analisis de varianza de IS (%) en almidon de yuca

Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 168.99380
Error 66 581.67004
C. Total 72 750.66383
Analisis de varianza de PH (g/g) en almidon de yuca
Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados
Zona de diversidad 6 268.06185
Error 66 596.33440
C. Total 72 864.39625

Media de los
cuadrados

28.1656
8.8132

Media de los
cuadrados
44.6770

9.0354

Razén F

3.0540

Razén F

5.6964

Razén F

8.6142

Razén F

2.2636

Razén F

0.4106

Razén F

4.7039

Raz6n F

3.1959

Razén F

4.9447

Prob > F

0.0107*

Prob > F

Prob > F

Prob > F

0.0478*

Prob > F

0.8695

Prob > F

Prob > F

Prob > F



