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RESUMEN

Se evalud la heterocigosidad de lineas endoganscasbtenidas en el programa de
mejoramiento del CIAT, a partir de cuatro clonetesglde yucaNlanihot esculent&rantz)
mediante el uso de marcadores microsatélites, quargpectiva para la incorporacion de
lineas endogamicas como progenitores para el ddleade hibridos mas competitivos. Se
evaluaron 72 microsatélites y se calcularon loslesrde heterocigosidad y vigor para cada
genotipo. Los progenitores presentaron una hegpsiclad de 45-50%. En la progenie se
presento una reduccion general del 50% de het@sidayd debido a efectos de endogamia.
El efecto de endogamia se midié con respecto alimeéanto por planta. El rango de
variacion en el efecto de endogamia fue muy amplita depresién afecté de manera
diferente a cada variable evaluada en campo, &mi@ familias como entre genotipos,
haciendo evidente la gran heterocigosidad en lasguencuentra la yuca. Los genotipos
mas heterocigotos no necesariamente presentaronvaloses mas altos de vigor por
rendimiento. La seleccidn de las lineas& discutio con base en individuos con bajo nivel
de heterocigosidad pero muy vigorosos (toleran@adogamica) con el fin seleccionar los

genotipos de baja carga genética y pasar a unaageihe mas avanzada de endogamia.

Palabras clave: Manihot esculenta heterocigosidad, lineas endogamicas, marcadores

microsatélites.



ABSTRACT

The effect of selfing on heterozygosity and vigaas estimated in 316, Selfing lines
obtained by four cassava elite clones. The hetgasity level, estimated by 72 simple
secuence repeat (SSR) marker decrease 50% fsoonSsgenetation by inbreeding effect.
Plant vigour estimated by dry matter yield hadaegé variation rank and inbreeding
depression affected in different way in and betwienfamilies making evidence the great
heterozygosity of cassava. No correlation betweantpvigour and heterozygosity was
found. Selection was discussed biase the loweesdmtgosity and higher vigour to select
the best genotypes, grouping good genes and gaud gembinations with high selection

value, to pass to the next inbreeding generation.

Key words Cassava - Heterozygosity - Selfing lines - Moleaularkers.
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INTRODUCCION

La yuca Manihot esculent&rantz) es un importante recurso alimenticio paaa de 1000
millones de personas (FAO 2002) en paises tromicdiste cultivo proveniente de
Suramérica (Olsen y Schaal 1999), fue domesticaate tunos 10.000 afios y desde
entonces, es sembrado por cultivadores de las ztoagxales de Africa, Asia y

Latinoameérica.

La yuca es producida principalmente en fincas dpi@@&os agricultores en areas agricolas
marginales. Generalmente es consumida por halstaetéa zona que cuentan con pocos

recursos econdmicos.

El principal producto econdmico de la yuca son mises, aunque sus hojas también
representan un importante potencial en alimentagignana y animal. Este cultivo ocupa
el cuarto lugar como alimento fuente de caloriataetieta humana, después del arroz, la
cafa de azucar y el maiz (Cock 1985) y en los aiafios se ha hecho evidente su enorme
potencial en la industria para produccion de altoemprocesados, alcohol, almidén, entre

otros.

Pese a su importancia y a las expectativas quarsereado alrededor de este cultivo, su
estudio y su mejoramiento ha sido lento, debidofalta de tecnologias agricolas, a la falta
de desarrollo de cultivares con fines industrigledimenticios, a la larga duracion de los
ciclos de seleccion, a la baja tasa de reproducgiénla fuerte influencia del ambiente

sobre la expresion de sus caracteristicas agrifo&slloset al.2002, 2004) .
Tanto mejoradores como agricultores seleccionanplastas mas vigorosas para tener

mejor material para la préxima cosecha. Tradicimesite se ha trabajado con materiales

hibridos, de progenitores con elevado valor agrac@nsin embargo, esta técnica no es
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muy eficiente en elevar el rendimiento, pues nlmgean eliminar las expresiones recesivas

deletéreas que aparecen en la hibridacion.

El programa de mejoramiento de yuca del Centroratgonal de Agricultura Tropical

(CIAT) tiene como expectativas para este cultivguab de los obstaculos que el
mejoramiento convencional de la yuca presenta, atanel valor comercial de la yuca y
profundizar en la exploracion de su genoma. Esttiategias se podria beneficiar con la
identificacibn y aprovechamiento de la expresion mleevos genes que confieran
caracteristicas antes no tenidas en cuenta, y a&oelitninacion (o disminucion de

frecuencias) de genes deletéreos que posiblemem#ep estar afectando expresiones

relacionadas con caracteristicas importantes pgyeoduccion del cultivo.

Bajo el marco de proponer alternativas que congehua un mejoramiento de la yuca mas
eficiente, este trabajo busca abrir nuevas pelspsctmediante la introduccion de
endogamia uso de lineas puras para ser utilizadgsragramas de hibridacion, con el

objetivo de obtener hibridos de mayor competitigligggoroductividad.

El proceso de autofecundacién o cruzamiento enttiwiduos emparentados es una forma
de desenmascarar alelos recesivos, contribuiredlaccion automatica de la carga genética
en las poblaciones mejoradas y disefiar progenitoaes que produzcan hibridos mas

competitivos (Ceballogt al.2002).

Con la ayuda de herramientas moleculares es madorap eficiente evaluar ciertas
caracteristicas que en campo tomarian demasiagpdieLos marcadores microsatélites
permiten comparar el grado de heterocigosidad ejuéase encuentra un genotipo con
respecto a sus progenitores, discriminar genotipoantificar la variabilidad genética y

correlacionar expresiones genotipicas con caratiter$ de interés agronémico.
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Este trabajo hace parte de los estudios iniciades la incorporacién de materiales a etapas
avanzadas de autofecundacion como una nueva megbai@ara el mejoramiento de yuca.
Tiene como objetivo evaluar el nivel de heterodd@ms en el que se encuentran 316 lineas
endogamicas S provenientes de cuatro clones élites por medio nagrcadores
microsatélites y relacionarlo con las expresior&sofipicas en campo, con el fin de
recomendar los mejores genotipos que deben pasanaasegunda generacion de
autofecundacion y determinar el uso potencial decatres moleculares en el proceso de

seleccion para tolerancia a endocria en yuca.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Estimar el nivel de heterocigosidad por medio decadores moleculares para lineas
endogémicas ;Sde yuca anihot esculenteCrantz), en apoyo a la introduccion de la
endogamia en los programas de mejoramiento de yuca.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Seleccionar marcadores  microsatélites que  permitasisualizar

heterocigocidad en los individuos a evaluar.

- Estimar el nivel la heterocigosidad de cada unasléneas §de yuca.

- Evaluar dentro de los grupos familiares la relace&mtre el vigor del
rendimiento en campo y el nivel de heterocigociddstenida por los

marcadores moleculares.

- Identificar genotipos S que sean tolerantes a endogamia definidos por
presentar niveles de heterocigosidad iguales o rasrlos esperados en la

generacion Sy un vigor fenotipico superior al de la media dpdalacion.
- Recomendar las mejores lineas como progenitoradgpaegunda generacion

de endogamia @b necesaria para continuar con los estudios de

implementacion de etapas avanzadas en el programmjdramiento de yuca.
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2 MARCO TEORICO

2.1 LAYUCA

La yucaManihot esculent&rantz pertenece a la familia Euphorbiacea. El gelkanihot
cuenta con mas de 98 especies pero la de mayortanp@ econdémica eManihot
esculentaCrantz. Se cree que la yuca fue originada poribadacion de dos especies
silvestres deManihot, y luego este hibrido se reprodujo vegetativam@rtgers y Appan
1973). Inicialmente se reportd el centro de origama este cultivo en Centroamerica,
incluyendo Colombia, Venezuela, Guatemala hassaretle México, debido a que en esta
zona se ha presentado un gran numero de variedRdsgseriormente, esta zona se
referenci6 como centro de origen secundario y erarBérica, especificamente en el
nordeste de Brasil se cree que es el centro deropgmario, porque presenta su mayor
diversidad genética en la cuenca amazonica. Lademsias muestran que el area de
domesticacion comprende una extensa region desdeécd/éasta Brasil, cultivandose
desde hace 10.000 afios (Olsen y Shaal 1999; Simt#x&) desde donde posteriormente
fue introducida a Africa y Asia por navegantes pgueses en el siglo 15 (Jenning y
Hershey 1985).

2.1.1 Generalidades del cultivo

En el mundo se producen alrededor de 152 milloee®eladas de yuca al afo, la mitad
de los 16 millones de hectareas dedicadas su @dtivencuentran en Africa, un 30 por
ciento en Asia y el 20 por ciento restante en Acaétiatina (CIAT 1997). La yuca es

sembrada en lugares del trépico y subtrépico, atmente por pequefios agricultores en
ambientes marginales, gracias a su tolerancialassaeidos y a largos periodos de sequia.
Su cultivo esté limitado a zonas calidas, entre8@gsde latitud norte y 30° de latitud sur, a

temperatura que oscilan entre 18 a 35°C vy altitdéssle el nivel del mar hasta los 1800
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m.s.n.m. (Okezie y Kosikokowski 1991). Se adappaegipitaciones que van desde 1000 a
3000 mm. anuales, pero necesita suelos bien drepa@o que no resiste periodos
prolongados de saturacion de humedad en el suelsdP altamente tolerante a la sequia,
se acomoda bien en regiones con estaciones sedwside6 meses. Esto se debe a que
posee mecanismos fisiolégicos que evitan la pérdielaagua y disminuyen el gasto
energético cuando se presenta la sequia (Cock.1989)

Esta especie, como sucede con la mayoria de lbgosyl presenta una alta influencia del
ambiente (interaccion genotipo por ambiente) parehas caracteristicas relevantes, lo que
ha hecho dificil la descripcion morfolégica a niwarietal. EI ambiente influye en la
produccion de ramas reproductoras, el niumero dashdg capacidad fotosintética, el
momento de floracion, la produccion de raices,igdry y contenido de materia seca entre

otros aspectos importantes para su calidad y reedim

2.1.2 Biologia y genética

La yuca es un arbusto lefioso, predominantemengamald, monoico, con flores pistiladas
y estaminadas creciendo en la misma inflorescesolare el mismo racimo. Las flores
femeninas ocupan las posiciones basales y las hmastlas distales; estas ultimas son mas

pequefias y generalmente mas numerosas que lasriesen

Su polinizacién es mediada por insectos, principab® por abejasApis melliferg,
quienes transportan el polen pegajoso viable hpsta6 dias, aunque también se ha
reportado el fendmeno de apomixis (formacion deiliemin fertilizacion, Nassar y
Collevatti 2005). Es una planta perenne cuya propagacion ce par semillas o por
estacas. Las semillas son el medio de reproduad#dla planta. No son importantes en
reproduccién y multiplicacion comercial, pero somynutilizadas en los programas de

fitomejoramiento, pues es a través de la reproducsexual como se pueden producir
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nuevos cultivares genéticamente superiores. Ladlagreexuales normalmente sufren de
dormancia y las plantulas que producen presentangarminacion muy lenta y son mas
débiles que las que provienen de estacas. Lasasstan los tallos de la planta y son el
medio que se utiliza para la multiplicacion vegetatle la especie. Sirven como “semillas”
para la produccién comercial del cultivo. El tatt@duro es cilindrico y su didmetro varia
de 2 a 6 cm. Se puede observar tres colores bagicadlo maduro: gris plateado, morado,
y amarillo verdoso. Tanto el diametro como el calerlos tallos varian significativamente
con la edad de la planta y con la variedad. Cuaedalantan estacas se producen brotes y
raices adventicias lo que generalmente tarda umarse Una estaca puede producir a
partir de la yema axilar de cada nudo, el brotardauevo tallo primario. El tallo primario
luego de cierto periodo de crecimiento, producenas@mente ramificaciones que pueden

ser reproductivas (inflorescencia) o vegetativam@s laterales; Ceballesal.2002)

Las ramificaciones vegetativas son parte establa gianta por lo que permiten hacer una
descripcion varietal y determinan la arquitectudadplanta, por lo tanto ayuda a definir el
valor agronémico del material, porque influye enchntidad de estacas que la planta

produce, la cual varia de 5 a 10 estacas de 2(Gadauna.

La yuca no presenta barreras genéticas o fisi@égiara prevenir autofecundacion. En la
naturaleza pueden ocurrir tanto autopolinizacioma@golinizacién cruzada. Sin embargo,
la polinizacién cruzada se ve favorecida por ehbegue las flores femeninas de racimo
abren primero que las masculinas, a este fenénmei®@noce como protoginia. Aunque
es posible que ocasionalmente, las flores massuifi@emeninas de distinto racimo pero de
una misma planta, abran de manera simultanea yaoana autopolinizacién natural que
produzcan plantas viables. Una vez que la flor feneha sido polinizada, comienza la
formacion del fruto a partir del ovario y su madida requiere de 2 a 3 meses para ser

completada (Kawanet al. 1978).
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Como la yuca presenta reproduccion vegetativadikfsinciones a nivel reproductivo no
son tan negativas. Por lo tanto, es comun encocésos de androesterilidad, que pueden
presentarse cuando las flores abortan antes dezalcéa madurez o cuando las flores
maduran pero las anteras no producen polen, ocsfaimicion en la floracion en plantas
autopolinizadas. Sin embargo, la genética de laribdad en este cultivo no ha sido

completamente estudiada.

La yuca presenta alotetraploidia, (Magadral. 1969) es decir que contiene en sus células
somaticas dos copias de genomas diferentes prowesiee dos ancestros distintos. Es
considerada diploide con origen alotetraploide s&gal. Generalmente, la yuca se
comporta como diploide porque no presenta intesaes entre alelos homologos de
distintos genomas en el momento de su recombinaexitando asi el aumento en el
namero de interacciones. Tipicamente forma 18 éntak durante la meiosis por lo que se
comporta como una especie diploide (Suae¢zal. 2000). Contiene 36 cromosomas
(2n=2x=36 cromosomas; Perry 1941), con niumero cs0meo basico de x=9, pero puede

variar de 6 a 11.

2.2 ENDOGAMIA

La endogamia hace referencia al sistema de cruntoremtre individuos emparentados. El
efecto de la endogamia es una consecuencia delntmrae la homocigocidad media en
todos los loci del genoma. Cuando los dos alelasndecus homocigoto son idénticos por
descendencia, es decir que son derivados por aefit del ADN de un unico alelo en la
poblacion parental que origind el individuo enddégaren este caso el individuo es
autocigotico para este locus (Wright, 1922). Siiploide homocigoto se forma por copias
de genes de origen diferente, es decir, los ddssat® son copias del mismo alelo de la
generacion ancestral sino que son alelos indepaedieel individuo es alocigético para

ese locus. (Vallejo y Estrada 2002). Esto quiereirdgue, un individuo homocigético
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puede ser autocigotico o alocigotico, pero el cptcale endogamia hace referencia
solamente a los autocigotos.

Cuando ocurre endogamia se alteran las frecuegeiastipicas de la poblacion, produce
cambios en la media y en la varianza del caraatuj cada locus puede contribuir de
forma diferente a su alteracion. Las mayores alien@s suceden cuando los alelos
dominantes y recesivos de un locus se presentarfirecuencias iguales (p=g=0.5) en la
poblacion. Cuando genes dominantes estan presemtesherencia del caracter, el efecto
de la endogamia sobre la varianza de la poblacapernte de las frecuencias génicas
iniciales. Si los genes que aumentan la expres®rum caracter son dominantes, la
endogamia resultaria en reduccion del promediotilgico de la poblacion puesto que se

disminuyen las frecuencias de los genotipos hatgrtus.

2.2.1 Depresion por endogamia, heterosis y vigor

La depresion por endogamia ha sido considerada demdesventaja practica de la
autofecundacion para materiales tanto diploidesocpoiiploides y se ejemplifica por la
pérdida de vigor que normalmente ocurre cuandoagaiies tipicamente de polinizacion
abierta son autofecundadas por sucesivas genegeaciba depresion por endogamia se
cuantifica como la reduccion en la media que ocsote bajo efectos no aditivos (Miranda
1999). Esta reduccion se debe principalmente ageesion de alelos recesivos deletereos
(Charlesworth y Charlesworth 1999) que represemtadascenso en el crecimiento
vegetativo de la especie generacion tras generamdmo esta reportado para la mayoria de
cultivos alégamos. Porcentajes de perdida de vilghr5% para esparragdssparagus
brachyphyllus(lto y Currence 1965) hasta de 9% para ceballaam cepal. (Jones y
Davis 1944) en las primeras etapas de autofecuinlacien generaciones avanzadas la
depresién endogamica a llevado hasta la extinocgdta dvariedad, como es el caso de una

variedad de maiZea mays.. reportada por Paterniani (1978).

19



Por las razones anteriores, tradicionalmente seuseado la heterosis en los cultivos. El
término heterosis (Shull 1952 en Hallauer y Mirarid#88) hace referencia al vigor
manifestado en generaciones heterocigotas, desvddh cruzamiento entre individuos
genotipicamente diferentes o contrastantes. Ers g@adabras, es la expresion génica del
efecto de la hibridacién o cruce entre individuosemparentados. El termino vigor se usa
como sinénimo de algun valor productivo, y reflej@apacidad de un genotipo de producir
biomasa en un tiempo y en condiciones ambientasidias (Rotiliet al. 1999). Hay que
tener en cuenta que esta definicion es vélida pél@a plantas cultivadas, para las
poblaciones silvestres el vigor hace referencia a&u valor reproductivo.

El vigor es el resultado que supera la suma dedtwes de genes por separado, es una
propiedad del genotipo como un todo. Es posibienastel vigor por medio de la medicion
de diferentes variables, dependiendo de la utibmadel cultivo, si este es para producir,
por ejemplo alimento fresco, deshidratado o fostafgor esta razén, para estimar vigor se
debe escoger una variable que represente la adivdd todo el genoma y que pueda estar

controlado por muchos genes (Ratilial. 1999)

2.2.2 Lineas endogamicas

Un hibrido es un cruzamiento entre dos genotipasaciente diferentes. Se producen
diferentes tipos de hibrido en todos los programl@smejoramiento, para combinar
diferentes caracteres de los distintos genotipdshilrido debe mostrar un grado de
heterosis razonablemente alto para que el cultiveuyproduccion sean estables y

econdémicamente viables (Cebalkisal. 2002)
Los esquemas para realizar hibridos en maiz haidsezomo modelo para el trabajo en

otros cultivos. Durante afios se han estudiado atifes variaciones en los métodos de

hibridacion, desde hace 100 afios se viene investigal uso de lineas endogamicas como
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etapas previas para el desarrollo de progenitoaes Ipibridacion en maiz (Shull y East
1908 en Hallauer y Miranda 1988). Esto ha sido asopimportante para muchos

programas de mejoramiento, especialmente paraialatealogamos diploides.

El desarrollo de lineas endogamicas consiste anttZ#ecundacion de plantas individuales
seleccionadas durante una o varias generacionesitéflecundar sucesivamente se obliga
a los diferentes loci del genoma a que progresiméneayan alcanzando el estado de
homocigosis. El proceso de autofecundacion es s caas extremo de endogamia, se
encuentran otras formas menos severas para aunmsintavel de homocigosis, éstas
dependen del grado de relacion en que se encudoggirogenitores. Algunas veces el
cruzamiento ocurre entre hermanos de la misma itapdra evitar la pérdida rapida del

vigor y aumentar la viabilidad (Stringfield 1974).

Los primeros estudios de las lineas endogamica®mzamon con la utilizacion de las
lineas puras (homocigosis completa) en maiz y fuesalizados por Shull (1908) y East
(1908), quienes propusieron cruzamientos simplee elos lineas endogamicas puras para
producir materiales hibridos. Aunque éstos no fueamercialmente exitosos, hoy en dia,
en los programas de mejoramiento, se trabaja dmdbs simples a partir de parentales
desarrollados de lineas puras superiores de alttnesnto (Hallauer y Miranda 1988).

El nimero de generaciones de autofecundacion quegskere para el desarrollo de una
linea endogamica es variable, aunque el puntoipodde una linea es cuando se considera
genéticamente fija luego de autofecundaciones sase <l éxito de la linea depende de la
habilidad del mejorador, del origen de las poblaes de los recursos disponibles, de los
cruzamientos de prueba y evaluacion de las lirtdakkageret al. 1988), la cual se cumple
con base en la seleccion fenotipica. Una de lasmendaciones para su desarrollo es
realizar evaluaciones tempranas de las lineas éandogs desarrolladas (Jenkins 1935;
Sprague 1946).
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Jenkins (1935) propuso utilizar un sistema de deléade lineas endogamicas que se basa
en la evaluacion de las lineas para el comportamiéa los hibridos en generaciones de
autofecundacion tempranas, tomando en cuenta querglortamient@er sede las lineas
endogamicas y sus caracteres no estan estrecharakgienados con su comportamiento
en las combinaciones hibridas, por el contraricratar estas lineas, las plantas resultants
son generalmente mas vigorosas que su parentajelaral, la endogamia es perjudicial
para el comportamiento del individuo (especialmeartecultivos de polinizacion cruzada

como la yuca y el maiz) porque el vigor y la prdtidad disminuyen notoriamente.

En muchos cultivos la frecuencia de llegar a lasdé endogamicas en estados avanzados
es muy baja y los modelos heteroticos no estandstblecidos. Jenkins propuso evaluar
el comportamiento de los cruzamientos de pruelads temprano posible, no mas alla de
dos o tres generaciones de autofecundaciéon, pawarar las lineas indeseables que
probablemente no se van a usar en el programayHa988) suguiere que en el desarrollo
de las lineas endogamicas de materiales mejoradose deberia llevar mas alla de una

quinta generacion de autofecundacion.

Una vez se tienen las lineas se deben realizaaminentos de prueba para evaluar el
capacidad combinatoria de los genotipos escogidas potencial para el desarrollo de los
hibridos (Paliwal 2001).

Desde el punto de vista genético, una linea hortxigs estable, y concentra la estructura
genética favorable para el vigor. Al ser utilizaxdeno progenitor no ocurre la segregacion
genética que ocurre cuando se utilizan progenitbilesdos k que se ven afectados por
efectos genéticos de dominancia los que no puedemransmitidos a su descendencia
(Ceballoset al. 2002). De esta manera es posible mejorar el \@dotos progenitores
seleccionandolos por medio de su habilidad combiizageneral. Ademas, lo que se gana

de estabilidad en las lineas endogamicas sacufical rendimiento de la planta, se
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recupera posteriormente con la combinacion hibridague puede ser disefiada mas

eficientemente.

En maiz, se han disefiado progenitores con un gextto de endogamia que al combinarse
especificamente producen un material hibrido delerte comportamiento en el campo
(Figura 1).

Pariente de A Progenitor A Progenitor B Pariente de B
b 0| : |
®® 06
QO Q@ Buen hibrido AxB
@@ 00O
CICIECICH
doX 00

0O | 0o

A
Parental A §

0 G0 00 00 |
®® 00 66 6 |

O 00 0 @O |
OO 00 00 0O |

00 600 ©0 | 00 |
O0 00 OO0 OO |
00 0O 0O 00

Figura 1. Esquema de incorporacion de etapas dmganda para la produccion de mejores hibridos
en especies alégamas. Las flechas horizontalesaimdos locus en estado homocigotos resultado
de los cruces. Sndica materiales en etapas avanzadas de autofzcon. Modificado de Ceballos
2006 (conversacion personal.)

Entonces, si se escoge un progenitor A y se crapaua progenitor B contrastante, se
obtendra un buen hibrido que presentara considgegghtdo de heterocigosidad debido al
contraste de los progenitores. Pero si se escogenismos progenitores Ay B y se llevan

a generaciones avanzadas de endogamia, y postenitrse cruzan entre ellos, se obtendra
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un muy buen hibrido, es decir, un material quensgientra con mayor cantidad de loci en
estado heterocigotos, esto disminuira la frecueteitoci homocigotos, y por lo tanto, los
hibridos tenderan a ser mas vigorosos (Ceballo§, 2@hversacion personal) La ventaja de
seguir este proceso de lineas endogamicas es quiepeliminar o disminuir la frecuencia
de genes deletéreos o indeseables que permaneosides o enmascarados debido a la
heterocigosis generalizada. La totalidad de estoggindeseables se conoce como “carga
genética” y se estima que en el caso de la yugarasinente (Ceballogt al. 2002).
Ademas, al desenmascarar los genes indeseablpsragte explorar aun mas el genoma
(Rotili et al. 1999), por consiguiente aumentar el valor y lsatlidad del producto que se

esté desarrollando.

2.2.3 Correlacion entre Heterocigosidad y Vigor

La relacién entre la heterocigosidad de una plgreghvigor que esta represente en campo
es un asunto que se ha cuestionado los ultimos aBasprediccion general (Ginzburg

1979, 1983) plantea que los materiales mas vigerssn los que presentan mayor numero
de loci heterocigotos, por lo tanto para aumeritaiger habria que aumentar el nimero de
loci heterocigotos en el genoma de una plantaubd permitiria evaluar los efectos de

endogamia en una poblacién. Sin embargo, los ibégmbr evaluar la heterocigosidad, por
medio de la medicién de la heterocigosidad en piékiloci ha traido diferentes puntos de
vista. Hay dos alternativas para medir los efedtoendogamia: evaluando la depresion por
endogamia de una generacion a otra en campo, laeoeentaria la evaluacion en el costo
y en el tiempo. O medir por medio de marcadoreseouthres la heterocigosidad en

multiples loci. Cuando la opcion es por marcadone¢eculares se examina la asociacion
entre los marcadores heterocigotos y los datodifeéoos, lo cual se denomina correlacion

entre heterocigosidad- vigor (Slateal2004).
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La heterocigosidad multilocus debe encontrarseiasaacon el vigor por consecuencia de
los efectos de la homocigosidad de los loci distdbs a lo largo del genoma en
poblaciones que individualmente presenten niveegmbogamia diferentes (Hansson y
Westerberg 2002). En las poblaciones mejoradagpuselen presentar individuos con
diferentes coeficientes de endogamia, variandoeasél grado de heterocigosidad de una
poblacién en particular. En estas poblacionesetarhcigosidad puede ser evaluada con un
set de marcadores moleculares que hace posibleemtifar entre individuos que se

encuentran en homocigosis e individuos en hetevsEgara un numero particular de loci .

El estudio de la relacion entre heterocigosidadygnha sido estudiado bajo dos hipétesis.
La “hipétesis de efecto general’(Ledey al1986) explica la depresion endogamica por
medio de la heterocigosidad de multiples loci querscuentren distribuidos a lo largo del
genoma, el efecto general muestra la sobredomaasociativa y puede servir como un
examen de la depresion endogamica en el sentidzaléSlateet al. 2004). Este modelo

aplica generalmente en poblaciones con un conog@mlo de endogamia, en las
poblaciones naturales es dificil predecir el grddoendogamia o autofecundacion de la
poblacion. Sin embargo, en materiales mejorados huoen parte de un programa de
mejoramiento se puede controlar las polinizaciawe®ciendo el grado de consanguinidad
de la poblacién. Para cumplir este modelo genesadabe asumir que el efecto de
depresion por endogamia esta distribuido homogéeei@nen el genoma y que los loci no

se encuentran ligados.

Cuando estas condiciones no se cumplen, pierderiamoia el efecto general y debe
explicarse bajo un efecto local. La “hipétesis efelcto local” (Ohta y Kimura 1970, David
1998) hace referencia a la heterocigosidad evalpadanarcadores como resultado del
efecto de homocigosis dentro de loci ligados. Raguun desequilibrio de ligamiento,
donde se presente una asociacion de alelos deertdsr loci en los gametos. En
poblaciones naturales esto sucede cuando se mesementos de cuellos de botella o

deriva genética en poblaciones pequefas. En pohkgimejoradas esto puedo ocurrir al
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estrecharse el pool genético por la seleccionidaigA este nivel, los marcadores deben
estar asociados entre loci neutrales y loci bajecs®n, que participen en el vigor de la

planta.

Esto presentaria una sobredominancia como resuttalwigor consecuencia de alelos
deletéreos recesivos 0 sobredominancia de lodi¢@alos. (Hansson y Westerberg 2002).
En este caso se debe hacer una revision locabldeisa porcion del cromosoma donde se
encuentre el ligamiento. Se espera que como rdsultie la segregacion de los
cromosomas en meiosis y dependiendo del nimerigatgdnes, se presente una variacion
en la homocigosidad a nivel de todo el genoma dividuos que incluso presenten el

mismo coeficiente de endogamia (Biestal 2000 en Hansson y Westerberg 2002 ).

Estudios anteriores muestran que con la evaluat@dnnos pocos loci, las correlaciones
entre la heterocigosidad y vigor son muy debilassimulaciones con especies de extremos
sistemas de reproduccion como poliginia y autofdaaion, Balloux 2004 reporté que
cuando se utilizaron 200 marcadores en lugar dda2fklacion entre heterocigosidad y
vigor se hice mas clara, pasé de correlacionesasasca cero & >0.1. En poblaciones
naturales de yuca con un alto grado de polinizagierta (Pujolet al. 2005) se realiz6 un
estudio de correlacion entre la heterocigosidadtiloelis, evaluada con 8 marcadores
microsatélites y el vigor, tomando como refereraigpeso de la planta, se reporté una
correlacion muy bajart= 0.031). Sucede igual con el tamafio de la pohbta@&alloux
2004), que debilita las correlaciones entre heigosdiad y vigor.

Teniendo en cuenta que en el presente estudicat@gevias variaciones por descendencia
entre y dentro los loci, y las variaciones de estadtre alelos, los marcadores deben ser
ademas de abundantes, codominantes (Hansson yridéegt8002, Slatet al.2004), para

poder confirmar la hipétesis por efecto general gorgran nimero de marcadores y con

individuos parcialmente autofecundada se podriardgrar una posible correlacion.
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La correlacion también depende de la forma en quessme la heterocigocidad por medio
de marcadores genéticos. Hay muchos indices ptmaaeseterocigosidad, que aunque no

varian mucho entre ellos, presentan diferenciaglésticas significativas .

Coulsonet al. (2008) propusieron una medida basada en la diataleclos marcadores
microsatélites usando el cuadrado de la diferemeial nimero de presencia de dos alelos
(0%, es decir, el numero de loci heterocigotos elewalctuadrado, esto para contrarestar la
heterogeneidad del interior de ciertas poblaciomegurales que presentan tanto
polinizaciébn abierta como autopolinizaciones. Simbargo, esta medida presenta
correlaciones muy débiles en poblaciones homogdgReasbertoret al. 2004).

La forma cruda de medir heterocigosidad es evaluéagroporcion de loci heterocigotos,
esto falla en poblaciones naturales para las suaese cuenta con un alto nimero de
marcadores genéticos, se presentan diferencidsngémero y las frecuencias de los alelos
y para los que no siempre se puede utilizar la misebeccion de marcadores en todos los
individuos (Aparicioet al. 2006).

Cuando no se puede seleccionar los mismos marcagmea los individuos de la
poblacion, Coltmaret al (1999) propusieron estandarizar la heterocigasiddividual
(Hs) como proporcion de loci heterocigotos del widlio sobre la media de loci
heterocigotos evaluados en toda la poblacion, esta medida le da un peso igual a todos
los loci sin tener en cuenta las frecuencias agliasumiendo una relacién lineal entre
entre la heterocigosidad de un locus especifich yimero de alelos, por lo tanto esta

medida sobrestima el efecto de la variable loci.

Teniendo en cuenta las frecuencias alélicas, Aatca. (2001 en Aparicicet al. 2006)
propusieron una medida basada en los alelos quengearten, donde la frecuencia de cada
alelo cuenta para una sumatoria final, compartiioalraros pesa mas que compartir alelos

comunes. Esta medida asimétrica de las frecuealdhsas se complica cuando se presenta
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inmigraciones que traen alelos nuevos o raroaliéacion nativa, cuando a individuos de
parentales nativos e inmigrantes se les evaluaiediee de heterocigosidad presentan
mayor homocigosidad que los individuos descendsedte ambos parentales nativos, lo

cual es inexplicable biolégicamente.

Aparicio et al. 2006 resuelven el problema proponiendo una med@aeterocigosidad
(HL) que estima la contribucion de cada locus yla@ada alelo, dandole mayor peso a los
loci mas informativos. Esto toma importancia cuarsgocuenta con pocos marcadores
moleculares y estos presentan diferente namerolalesatipicamente en poblaciones

nativas.

La mayoria de los trabajos reportados que reakparelaciones entre heterocigosidad y
vigor son realizados a través de varias generagiaie tiempo puntual, generalmente a
través de simulaciones, donde utilizan un modehtrotando el modo de reproduccion a lo
largo de cientos y hasta miles de generacionespoesnel caso de las simulaciones
realizadas por Balloux 2004, a través de 2000 germres en modelos de poblaciones
monoicas y dioicas de polinizacion abierta, dorlngs, se tienen en cuenta el tamafio de
la poblacion, la taza de migracion/inmigracion ydaa de mutacion (Apariciet al. 2006).

En las poblaciones reales hacer estas estimadiesigsa mas complicado y se debe asumir

ciertas condiciones para el ajuste de los modelos.

2.2.4 Situacion en yuca

El interés actual del mejoramiento se concentrpreducir e identificar buenos hibridos a
partir de los progenitores selectos. En el futweb,énfasis sera producir individuos
especialmente disefiados para ser Optimos progesitpr poder asi generar hibridos
sobresalientes. La gran ventaja es que se garamtipeogreso genético mas sostenido vy, al

menos desde el punto de vista tedrico, mas rapido.
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Con las autofecundaciones de yuca se busca cdntabla reduccion automatica de la
carga genética en las poblaciones mejoradas y atiséfieas endogamicas como
progenitores que produzcan hibridos mas compsditixisten algunos limitantes que
justifican el hecho que hasta ahora estas idedsapan sido implementadas, algunos de

ellos son los siguientes:

a. La carga genética en la yuca es prominente (Gslet al. 2002), por lo cual puede

resultar dificil llegar a altos grados de homociga®n plantas que puedan sobrevivir. Si
bien esto es una limitacion en la actualidad, ei@n una justificacion en la necesidad de
comenzar a realizar procesos de limpieza de caggatiga en este cultivo. Es posible
aumentar la tolerancia a endogamia en cultivosotiaipacion cruzada, como lo demuestra

el maiz.

b. Debido al modo de reproduccion de la yuca, etgso de autofecundacion se hace muy
demorado. Para alcanzar un alto grado de homosijgssinecesita por lo menos 4 0 5
autofecundaciones sucesivas y tener una buenacddude floracion. Sin embargo, se
pueden obtener materiales totalmente homocigétieomanera inmediata, por medio de
“haploides duplicados” (Griffing 1975). Este prometnto se basa en cultivar mediante
técnicas ivitro tejido gametofitico haploide y loegnultiplicarlo obteniendo material

autocigotico (Lentinet al. 1994).

2.3 MARCADORES GENETICOS

Los marcadores genéticos debe mostrar una varigeitattable entre los individuos de la
poblacion y un modo de herencia predecible segsirielges de Mendel. Esta variacion
puede ser considerada a diferentes niveles biaégaesde cambios fenotipicos heredables

significativos hasta la variaciéon de un solo nutitk® (Piccaet al. 2004). En los andlisis
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genomicos, se han utilizado varios tipos de mamsdogenéticos: morfolégicos,
bioquimicos (isoenzimas, proteinas) y marcadorsadus en ADN.

Los marcadores morfologicos fueron los primerosamutilizados en estudios de genética
y mejoramiento de plantas, se basan en la idemtiio de caracateristicas fenotipicas
visuales como forma, color o tamafo. Las limitandesestos marcadores son, que se
encuentran en baja disponibiliad en cada poblagd@sentan bajo nivel de polimorfismo,
pueden presentar alteraciones fenotipicas por dbiemute, varias caracteristicas se
encuentran bajo presion poligénica, presentan domia y muchos se expresan en estados
adultos de la planta, lo cual prolonga el tiempoedaluacion. Los primeros marcadores
morfologicos para yuca fueron descritos por Grd&h@42), quien identificd la herencia de

2 marcadores, morfologia de la hoja y color deala. riPosteriormente, Hershey y Ocampo

(1982) identificaron 8 marcadores localizados ealéd, hojas y raiz.

Luego aperecié un grupo de marcadores basados @&einas e isoenzimas, que
permitieron conocer mas de cerca la estructuratigang sistematica de algunas especies.
Hoy se conoce que en los genes que codifican gs@iginas pueden presentar
duplicaciones, translocaciones, inserciones de ezitse moviles entre otros arreglos
cromosomicos, los cuales han generado un alto gtagmlimorfismo. Lefevre y Charrier
(1993) utilizaron isoenzimas para la caracterizadé las relaciones entre accesiones del
germoplasma de yuca en Africa, pero su aplicacibtaeconstruccion de mapas presenta
limitaciones por el nimero de marcadores isoenibwgtdisponibles, (menor a 50

marcadores) y por su reducido polimorfismo.

Con las nuevas técnicas de la biologia moleculgienon diferentes métodos para detectar
variabilidad en una secuencia de ADN que ayudasaiftiar la naturaleza genética de las
caracteristicas cuantitativas, identificando lagames cromosOmicas que las afectan. Las

enzimas de restriccion, las sondas, y la reacciGcadena de la polimerasa, son algunas de
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las técnicas que permiten tener un elevado numematcadores moleculares y cubrir la

mayor parte del genoma de un organismo (Reted. 2004).

Los marcadores moleculares actuan llevando la @élecno sobre la caracteristica
directamente, sino sobre el marcador asociadcaakettos marcadores no estan regulados
ambientalmente, son detectable en todos los estdédida planta y son abundantes, lo que

hace que sean utiles en los programas de mejormien

Uno de los mayores aportes de los marcadores nbafesua la agricultura es la
participacion en la seleccion asistida por marceglo(MAS molecular assistented
selection), la cual se basa en conjugar la vaitktuilfenotipica y la genotipica como fuente
de informacién para utilizarla como criterio deeseidn. Si un marcador molecular esta
genéticamente ligado a un gen que controla un tearde interés agrondmico, la seleccion
de este marcador resulta en la seleccion indirgetalicho gen (Piccat al. 2004). La
eficiencia de este proceso de seleccion indireetsermide de la segregacion conjunta del
marcador y el gen, esta en funcién de la distasg@esada como la probabilidad de

recombinacion genética entre el marcador y el geintérés.

La utilizacion de los marcadores en los programeasnéjoramiento es ventajosa porque
permite que la seleccion sea mas indepentientéedetipo y del ambiente. Los avances
tecnologicos han permitido simplificar y abaratanso de estas metodologias sustituyendo
por ejemplo, marcadores basados en hibridacién @b Aor maracadores basados en

amplificacion de ADN que reducen costos y aumelaaficiencia.

2.3.1 Marcadores basados en hibridacion

Entre los marcadores basados en hibridacion seeptran los marcadores de Polimorfismo
en la Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFQB¥ identifica polimorfismos por el
corte de la doble cadena de ADN, por medio de eawide restriccion. Los fragmentos
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generados por dichas enzimas se someten a eleesisfen gel de agarosa, para luego ser
separados por tamafios. Para identificar las seasere interés en los productos
heterogéneos (de bandas), es necesario hibridanastras secuencias de cadena sencilla o
sondas que deben ser marcadas radioactivamenté’®opreviamente obtenidas en el

laboratoria(Ferreira y Grattapaglia 1998).

El mas frecuente uso de los marcadores de ADN awuekepara medir la variacién genética
en poblaciones de plantas. Este se hace mediastéodo del ribosoma, los que se
caracterizan por ser moderadamente variables yade €leteccion. La variabilidad
tipicamente observada la hace ideal para meds patEcesos como flujo de genes dentro y
entre taxas (Soltist al. 1998). Los RFLP son ampliamente utilizados paratitiear genes
gue controlan un caracter de interés, necesitanldognte una poblacién segregante y que

los caracteres evaluados estén segregando enléidob

Los RFLP presentan expresion codominante, estoregudecir que para cada locus
estudiado se puede identificar genotipos homocgygtoheterocigotos permitiendo un
analisis de la accién genética y de la interaceidne los alelos. Su limitacién es que hay
gue disefar previamente una biblioteca de sondas glones que van hacer utilizados

como sondas, lo cual puede tardar unos cuantosmese
2.3.2 Marcadores basados en amplificacion

La amplificacion por medio de la reaccion en cadéeda polimerasa PCR produce un
namero ilimitado de copias del ADN. Esta técnicenpeende la sintesis enzimatica in vitro
de millones de copias de un segmento especifigdDd¢ con la enzima ADN polimerasa,
algunos reactivos y una fuente de calor. Esta ¢écae basa en el apareamiento y la
polimerizacion enzimatica de un par de oligonuated utilizado como indicadores que

delimitan la secuencia de ADN de doble cadenauld es blanco de la amplificacion.
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Estos iniciadores son sintetizados de forma adlfide manera que sus secuencias de
nucledtidos se complementan con las secuenciasflgnquean la region de interes

(Ferreira y Grattapaglia 1998).

Como variacion del protocolo de PCR se encuenteatéonica de amplificado arbitraria
para encontrar polimorfismos (RAPDSs), la cual zdilun solo iniciador de diez nucleétidos
de secuencia arbitraria. Por la diferencia de solpar de bases o mutacién de punto no se
presenta complementaridad del iniciador con e sié union e impide la amplificacién de
ese segmento. (Ferreira y Grattapaglia 1998). &lisis de los RAPDs se usa como método
para mapeo genético y para la cuantificacion ddapaines de variabilidad genética en

especies de cultivos relacionados (Sdatial. 1998).

Otros marcadores de amplificaciébn son los micrdisedéque consisten en pequefas
secuencias, entre 2 a 8 nucledtidos que se regitea 2 hasta 30 veces y al azar a lo largo
del genoma. Estas repeticiones pueden ser dinigdeot(AC)n, (AG)n, (AT)n;
trinucledtidos (TCT)n, (TTG)n; tetranucleétidos (T&)n, donde n es el niamero de
secuencias base repetidas dentro de los loci desaiélite, su variacién en longitud es
detectada facilmente con la reaccion en cadena pi@iimerasa (Roet al.2000).

Estos marcadores permiten detectar mutaciones ed de/# ADN mostrando un extenso
polimorfismo, debido a la variacion de la longittel la unidad repetitiva en los diferentes
loci (Powell et al. 1996). Cada segmento de tamafio diferente cuandamesficado,
representa un alelo de un locus que por recomidingmieden expanderse o contraerse

generando variedad (Lagercraptzl. 1993).
Las regiones que contienen secuencias simplesdapeaton amplificadas por PCR a partir

de un par de iniciadores especificos (de 20 a 3fledtidos) complementarios a las

secuencias unicas que flanquean el microsatélielgdl 1998).
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La deteccion de las secuencias via PCR se reatizgekes de poliacrilamida de alta
resolucion, estos geles permiten la separacionedmentos que difieren en unas pocas
pares de bases, dependiendo del nimero de nuoedtiel elemento repetido en el
microsatélite. Este tipo de electroforesis permitedesplazamiento proporcional al tamafio
de las moléculas. Hoy en dia, esta técnica es etasdnas poderosas quimicamente para
la resolucion de bandas, las cuales migran de daweta diferencia isoeléctrica bajo un

gradiente de pH adecuado mostrando una gran deteib{Bassanet al. 1991).

Una modificacion de los microsatélites son los E&Xpressed Sequence Tags) que se
derivan de clones de ADNc, ARNm transcripto a ADiNiaando la enzima transcriptasa
reversa. La ventaja de estos microsatélites esafjger derivados de ARNm maduro no
presentan intrones ni ADN repetitivo. Los ESTs espntan genes funcionales que son mas

utiles como marcadores moleculares que las se@aseasdnimas (Pica al.2004).

Una de las caracteristicas mas importantes pagm tembajo es que los marcadores
microsatélites expresan codominancia (Paterson )1996 decir, permiten diferenciar
cuando un locus se encuentra en estado homocigotma que se encuentra en estado
heterocigoto y que ademds, se cuenta con marcadsteibuidos a lo largo de todo el

genoma.

Los SSR se han utilizado en plantas principalmpata la caracterizacién de colecciones
de germoplasma, mapeo genético, identificacion wevas fuentes de variacién entre
especies silvestres y cultivadas, flujo de genéie gndentro de poblaciones y asociacion
de caracteristicas de interés agronémico mediarenbia de caracteristicas cuantitativas y

seleccion de genotipos que portan dichas propisd&idegenet al.2001).
El uso de estos marcadores moleculares aplicadoléivos busca hacer mejoramiento mas

eficiente, reduciendo el costo y tiempo para lalpogion de nuevas variedades (Fregetne

al. 2001). En CIAT, se han utilizado los marcadoretecwares para identificar secuencias
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en el genoma de yuca y entender la estructura déveuwsidad genética. Se elabord un
mapa genético de yuca a escala molecular a parta degregaciéon de marcadores RFLP,
RAPD, microsatélites SSR, y varias isoenzimas @megt al.1997).

Para este caso en particular, la utilizacién denbescadores moleculares nos permiten
medir el nivel de heterocigosidad en plantas aatofdadas de yuca ayudando en la
seleccion de materiales y permitird hacer un seigutm de las distancias genéticas de los

parentales seleccionados hasta el final del prodesautofecundacion en etapas mas
avanzadas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

La poblacion de estudio comprendié 316 linead 8s progenitores son cuatro materiales
elites pertenecientes al proyecto de mejoramieatguta del CIAT: SM 1219-9 (con 78
lineas $que conforman la familia AM 331), SM 1511-6 (conliffeas $ que conforman

la familia AM 335), SM 1665-2 (con 92 lineagdbie conforman la familia AM 337) y SM
1669-5 (con 71 lineas, §ue conforman la familia AM 338).

Para la obtencion de lineagl8s clones elites fueron autofecundados, frotaigmwlen de

la flor estaminada contra los estigmas de unapiktilada de la misma planta. Una vez se
obtubieron las semillas en un numero variable gada clon, fueron germinadas y las
plantas obtenidas fueron llevadas a campo y clanddara el estudio de cada familia
fueron seleccionadas 100 plantas al azar. Los al&rescogidos fueron sembrados en
Ibagué, departamento del Tolima, en el Institutto@®diano de Agronomia (CORPOICA)
en un disefio de bloques completos al azar con&icegmes y parcelas de 3 plantas. Para
cada linea Sse evalu6 altura de la planta (cms), contenido diema seca (%), peso de
raices frescas (kg/pl), peso de follaje frescopligindice de cosecha y rendimiento de
materia seca (kg/pl), el cual se obtiene de midtiplel peso de raices frescas (kg/pl) por el

contenido de materia seca (%).

El trabajo de analisis molecular se realizo emlebtatorio de Genética de Yuca del Centro
Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, enlfaa, Valle del Cauca. La metodologia

utilizada se basa en el trabajo de Saaittal. 2000, el cual plantea un método de medicion
para el nivel de heterocigosidad en plantas autoftadas, que ademas permite la
evaluacion de las distancias genéticas de los f@desrseleccionados a lo largo del proceso

de autofecundacion.
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Los marcadores microsatélites escogidos para lasidan hacen parte del programa de
Genética de Yuca del CIAT. El programa cuenta c00 Biciadores, de los cuales se
escogieron los 500 que han presentado mayor pdismur en estudios anteriores. En una
primera evaluacion unicamente con los progenitdesada familia se identificaron los

marcadores que muestran el estado del locus @oybart homocigoto o heterocigoto. Los

marcadores que se encontraron en estado hetemxgmevaluaron en toda la poblacign S
para ver su segregacion e identificar la frecuedeidoci en estado heterotico de cada

individuo.

3.2 EXTRACCION DE ADN

El ADN gendémico se obtuvo a partir de tejido foliersco de los genotipos asequibles en
campo. El material se recolectd en sobres de yagekecd en un horno a 45 por 48 h.

Se siguio el protocolo de miniextraccion de ADNpuresto por Dellaportat al. (1983)
con algunas modificaciones realizadas por el labocade Genética de yuca del CIAT
(anexo A). Se utilizé de 0.5 g a 1.0 g de tejidgetal, se macerd en seco y se adiciond

arena fina para obtener el material en polvo.

La calidad de ADN se evalud en geles de agaro€e8&b. Los geles se corrieron a 115
voltios por 45 minutos, se observaron en un tramsilador y se fotografiaron en una
camara polaroid foto/UV-21 USA.

Adicionalmente, se cuantificé el ADN en un fluordneeDyNA Quant™ 200 Hoefer

Scientific Instruments (San Francisco, USA), basawlana solucién de colorante, el cual
detecta las uniones de adenina-timina que se pgagsen el ADN, impidiendo a su vez leer
ARN, puesto que éste no presenta timina. La calinadel fluorbmetro se realizé con un

patron de ADN estandar de 100 ng/ul. A partir devaluacion de la concentracion se
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realizaron las diluciones del material extraido Ga rig/ul, y se almacenaron a°@

permanentemente.

El ADN obtenido se amplificé por medio de la reéccen cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando los iniciadores seleccionados para ¢adulia. Para la preparacion del coctel de
PCR se utiliz6 3 ul de ADN a una concentracion den@/ml, 0.3 ul de Tag-polimerasa,
0.3 ul iniciadores forward y reverse a una coneenin de 0.2 Mm, 0.6 pl dNTPs en
concentracion 2,5 Mm y 1.5 ul Buffer para PCR (Am&, para cada muestra. El volumen
de MgC} varid segun la necesidad de concentracion requeyata la amplificacion
(Anexo D). Cada coctel se llevé a un volumen fll5 pl con agua HPLC, se sirvié en
una placa plastica y se llevo a reaccion en undeictador PTC-100TM MJResearch Inc
(Massachusetts, USA). Las muestras se denatuiza®5°C por 5 minutos, se continud
con 30 ciclos de desnaturalizacion a°8@5 por 1 minuto, alineamiento a 85 durante 1
minuto, polimerizacion a 7Z por 2 minutos, y un ciclo final de extensiéon paninutos.
Para todos los grupo de amplificacion se incluyecontroles blancos para detectar

posibles contaminaciones (Hantelaal. 1997).

3.3 ELECTROFORESIS

Al ADN amplificado, se le adicion6 8 pl de buffee darga (anexo B), se desnaturaliz6 a
94 °C por 3 min y se mantuvo en hielo hasta el momeatda carga en geles de alta
resolucion (poliacrilamida al 4%, anexo B) prepasacen una camara Owl (New
Hampshire, USA) Aluminum Backed Sequencing Systemdeto S3S, con buffer al 1X a
50 °C. Se cargaron 3 pl de la muestra desnaturalizadasepozos y se corrié con una
fuente de poder BioRad Inc (California,USA) a 160@ios, 80 watios por 20-40 min.
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Al terminar la corrida, se realizé la tincion colatp siguiendo el protocolo de Promega
(1993, anexo C) y se leyeron las bandas resultaotesyuda de un transiluminador y se

documentaron en un scanner scanjet 2400 HewlekiaRh¢Houston, USA).

3.4 ANALISIS DE DATOS

El registro de los datos se realizé de acuerddapatrones de segregacion que mostraron
las progenies para cada uno de los marcadoresaelosluPara la lectura se designé la letra
H para la presencia de 2 bandas (individuo hetgotwipara ese locus), la letra A para la

presencia de una banda superior en el gel y la Btpara la presencia de una banda
inferior (para diferenciar los individuos homociget. Normalmente la nomenclatura Ay B

se utilizan para diferenciar las bandas provensetiét padre y la madre, como en este caso
no se conocen los progenitores de los materialessglescogieron como progenitores, se
califico A y B solo para diferenciar las bandasd8sarroll6 una matriz de 0 para presencia
de una banda (homocigoto para ese locus) y 1 pasgmqcia de dos bandas. Las columnas
representan los individuos de cada familia y léssfcada uno de los marcadores que se

seleccionaron.

Con la sumatoria de todos los loci evaluados, terbeigosidad se obtuvo por el porcentaje
de loci heterocigotos (H%, Apariciet al 2006) para cada individuo y se evalué su
distribucion (Statistix 8 2003). Se calculd el bwlide heterocigosidad (HI) para cada
planta, siguiendo la férmula sugerida en Saital. (2000) con ciertas modificaciones, por
trabajar con promedios de microsatélites, HI=106¥6-S,.\H%)/S,.x H%, donde Ses la

generacion de endogamia que se esta evaluandg §sSa generacion referencia. Para
nuestro caso, se evalud la generacigny $se tomé como generacion referencia los

parentales &
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La informacién sobre la evaluacion fenotipica empa de las lineas; & los progenitores
(generacion § fue suministrada por el proyecto de mejoramiatgoyuca del CIAT. Se
determiné rendimiento como parametro para mediigelr con respecto al progenitor, si la
linea Q presenta un rendimiento superior al progenitor esteigoroso, si por el contrario,
el rendimiento es inferior al progenitor, el indiud presenta un vigor negativo 0 no

Vigoroso.

Las variables que no se ajustaron a una distribuoidrmal o presentaron variancias
heterogéneas para las lineas fueron transformaddsnte la funcién'(X + 0.5) (Gomez y
Gomez 1984).

El efecto de depresidon por endogamia (INE%) serm@ié con base en los promedios de
las tres repeticiones de cada variable y se cakigldendo la formula INE% = 100%{&

S X)IShx X, donde X hace referencia al paramentro evalu&@bwt{i et al. 2000). Se
realizaron correlaciones entre los resultados mtdees y los de campo. La
heterocigosidad y vigor, e indice de heterocigakid®n efecto de depresion por
endogamia. Los resultados se compararon entre yrodele las familias. Los datos
moleculares y agrondémicos fueron analizados esizalisente usando en el programa
Statistix 8, 2003.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DE MARCADORES

De los 500 marcadores para yuca, se selecciona2zomatcadores que presentaron
polimorfismo por lo menos para una de las cuatmilfas en las evaluaciones con los
parentales, incluir marcadores homocigotos, domdie se presenta un alelos seria inatil
para estimar las diferencias en homocigosidadgpertodos los individuos compartirian el
mismo alelo, y se sobrestimaria la homocigosidatbhdes materiales. También se tuvo en
cuenta para la seleccion, los marcadores que paesaerbuena diferenciacion de bandas en
la corrida del gel con las condiciones establecidagsa distribucion alrededor de todo el
genoma, aproximadamente 4 marcadores por cada sooma) con una distancia
considerable entre la mayoria de ellos. En el am®ese encuentra la conformacion de las
repeticiones de cada marcador seleccionado y anexo E se encuentra la distribucion
fisica de estos marcadores en el mapa de yucaasodidtancias (en centimorgans) entre

ellos.

La seleccion de los marcadores a utilizar es untopenitico para el analisis de la
correlacion entre heterocigosidad y vigor (Ballaial. 2004). Para esta seleccion, se tuvo
en cuenta el alto grado de polimorfismo de los adoces en trabajos anteriores
(Chavarriaga-Aguirret al. 1998; Roaet al 2000), la selecciéon de un numero considerable
de marcadores para poder cubrir gran parte delnge@ryoaumentar el poder de correlacion
con caracteristicas de vigor de la planta en caf@ptboux et al. 2004), y que estuvieran lo
mas distantes posible para evitar evaluar locdbga Sin embargo, una asociacion de un
solo locus puede estar en desequilibrio de ligatmiesmn importar la ubicacion en el

genoma.
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En la Figura 2 se encuentra un ejemplo de la laaleruno de los marcadores evaluados
para cada familia. La codominancia de estos mareadzermite diferenciar los individuos
heterocigotos de los homocigotos para el locus amicplar. Se encontraron ciertos
genotipos que presentan una banda que no corresgonthguna de las dos bandas del
progenitor, esto muestra que se presentaron caspsliizacion abierta, estos genotipos
fueron retirados del ensayo. Para la familia AM3Bigura 2a) se retird el genotipo
AM331-142 descubierto con el marcador ESTssry49gesiotipo presenta una banda
superior perteneciente al progenitor SM 1219-9 & banda inferior que proviene de un
progenitor desconocido. En la familia AM337 (Figuza) se retiraron dos genotipos,
AM337-Al y AM337-E y para la familia AM338 (Figui2d) se retiraron cinco genotipos
AM338-17, AM338-84, AM338-119, AM338-179 y AM338-31

Es posible que queden otros individuos dentro dedayo que no hayan sufrido
autofecundacion pero es muy poco probable que nbagan detectado, para eso se
necesitaria que en los 72 loci evaluados el indiwvighresentara para todos los casos
homocigosis del progenitor conocido. Este compadgato no se encontrd0 dentro de
nuestra poblacion de estudio. Por lo tanto se paéidea con relativa seguridad que las

plantas que no fueron eliminadas son efectivantestdtado de una autofecundacion.

Figura 2. Ejemplo de lecturas de un gel. H hacereetia a genotipos heterocigotos, A y B a
genotipos homocigotos. a) Marcador EST ssry 49 lgaf@amilia AM331. b) Marcador EST ssry36

para la familia. AM335. c) Marcador ssry 195 pardaiailia AM337. v d) Marcador ssry 195 para
la familia AM338.
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4.2 EVALUACION DE HETEROCIGOSIDAD

Se decidio utilizar como estimativo del nivel degnecigosidad la forma cruda (Apariao

al. 2006) debido a que se cuenta con un alto niumenmateadores y se utilizaron los
mismos para todos los individuos, todos los loeispntan solo dos alelos, no se tuvo en
cuenta las generaciones anteriores o pedigreee noesenta efectos de inmigracieon o
migracion y las fecundaciones son controladasges,dodos los individuos se encuentran

en las mismas condiciones de endogamia.

Se determind el nivel de heterocigosidad con eligige&an los progenitores de cada familia
por medio del porcentaje de loci evaluados quenseentran en estado heterocigoto. La
heterocigosidad de los progenitores oscila entré?44, 50% (Tabla 1). Las cuatro familias
presentaron comportamientos similares. La reducd®nndividuos heterocigotos en las
progenies fue de 50% en promedio, este resultadoaesrde con lo esperado, en el paso
de una generacién el coeficiente de endogamia adgese incrementa en 1/2. En la tabla
1 también se encuentra los valores maximos, obs@wague los individuos ;Smas
heterocigotos se encuentran alrededor de 35% dwobigosidad. Los individuos con
valores minimos que, pese a su baja heterociggssdadviables dentro de la poblacién y

presentan una heterocigosidad promedio del 10%.

Tabla 1. Promedios de heterocigosidad estimado lpardamilias AM331, AM335, AM337 y
AM338.

Heterocigosidad (%)

Familia AM331 AM335 AM337 AM338

Progenitor $ 49.1 50.0 44.7 45.3

Familia § 25.3 24.0 20.7 19.2
Maximos 36.8 38.8 32.3 31.7
Minimos 12.7 10.9 10.6 9.2

! Coeficiente de endogamia F=1-(1/2)t(@;%londe t es el niimero de generaciones de
autofecundacion.
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Los datos cumplen con una distribucion normal (FAg8), ninguna de las cuatro gréaficas

se encuentra sesgada hacia alguna cola, es deciaquayoria de individuos presentan

valores medios de heterocigosidad, los individuog ge encuentran en el extremo

izquierdo muestran menor heterocigosidad.

b)

a)

VIONINO344

HETEROCIGOSIDAD

Figura 3. Distribucion de los valores de heterosidad dentro de cada familia. Encerrados en lazilois
rojos se encuentran los individuos mas homocig@ossiderando 10% de seleccion). a) Familia AM381;

Familia AM335; c) Familia AM337; d) Familia AM338.

Se deberan escoger los individuos mas homocigotosadntencion de llegar mas rapido a

un estado avanzado de homocigosis o linea pura lpgy que tener en cuenta su

comportamiento en campo. Los genotipos que prasémganiveles de heterocigosidad mas
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bajos, considerando 10% de seleccion. Para laita®W331 son: AM 331-87 con una
heterocigosidad de 12.7% y AM331-21 con heteroaiigak de 14.5%. Para la familia
AMS335: los genotipos AM335-100 con H=10.9%, AM335-@on H=12.1%, AM335-18

con H=13.2% y AM335-127 con 13.4%. Para la fanM337: los genotipos AM337-70

con H=10.6%, AM337-B con 10.7%, AM337-36 con 11.99AM337-89 con 12.4% y

para la familia AM338: los genotipos AM338- 172 ddnr9.1%, AM338-205 con H=10%,
AM338-90 con 10% y AM338-191 con 10.5% (Figura 3).

4.3 EVALUACION DE VIGOR

Una vez se tuvieron todas las evaluaciones de cars@odetermind la depresion

endogamica, la cual comienza a verse desde la grigemeracion, pues una vez realizadas
las autofecundaciones de los progenitores, y @whilea campo las 100 semillas escogidas
para cada familia, estas germinaron lentamentedupeon poca floracion y algunas

plantas no fueron viables y murieron antes de imgra evaluacion. Se presentd una
mortalidad de 24%. Sin embargo, la familia AM33@ fa menos sensible con solo 7% de
mortalidad. Como menciona Hallauer y Miranda 198&a la mayoria de las especies
alégamas, la depresion comienza en la primera geider de autofecundacion, pudiendo

afectar severamente el proceso de endogamia anoquecesariamente inhibirlo.

Se encontraron diferencias significativas entre desotipos dentro de las diferentes
familias para todas las variables evaluadas, estacion es resultado de la segregacion de
individuos altamente heterocigotos y puede tamiiéluir diferencias en la tolerancia a la

endogamia (Tabla 2).
El efecto de la depresion en el comportamientora@mico se presenta de manera diferente

para cada una de las caracteristicas agronOmica. tBdas las variables evaluadas en
campo las familias ;Spresentaron una reduccion con respecto al progeBifoLas
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caracteristicas que son poco heredables y quecsstroladas por muchos loci se ven mas
afectadas por la endogamia. Para el caso de lg gucandimiento de materia seca y el
peso de las raices frescas son las caracterigtiease encuentran mas afectadas (-64.6% y
-62.8% respectivamente). Para la variable peso cdejé también se presenté una

depresiéon importante de -43.4%.

El contenido de materia seca en promedio presangiacto de -3.8% y altura de la planta
de -7.6%, se ven levemente influenciadas por elt@fde endogamia, tanto que para la
evaluacion de materia seca en la familia AM331rsm®etrd un valor positivo de 0.76% es
decir que no se presentd depresion sino por etaramten promedio esta familia fue mas
vigorosa que su progenitor en un 0.76%. Esto pdeberse a que tanto materia seca como
altura de planta, son caracteristicas de alta bbildhd y al parecer estan controladas por
pocos loci. Por esta razén, se determiné el vatbrehdimiento de materia seca como el

mejor estimativo para evaluar el efecto de endogalmilas plantas de yuca (Tabla 3).

En cuanto a las familias, AM 337 present0 la meahepresion por endogamia, valores
inferiores al promedio para todos las variableept@ para indice de cosecha, hace pensar
gue esta familia es la mejor para autofecundargumres la de mayor tolerancia a
endogamia. Por el contrario, la familia 335 fueniéds afectada, presentando valores

inferiores al promedio para todas las variablegptaindice de cosecha (Tabla 3).
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Tabla 2. Analisis de varianza entre genotipos ertletro familia Spara las variables de altura de
planta (AP), peso de raices frescas (PR), pesolldgef (PF), indice de cosecha (IC), contenido de
materia seca (MS) y rendimiento de materia seca)(RM

GL CUADRADOS MEDIOS
F.V. AP PR PF IC MS RM
Repeticion 2 5368.34** 0.35424ns  0.12968ns  0.02145*  27.4449+0.09799ns
Lineas S1-331 73(72) 2097.02** 0.42185*  0.24775** 0.00693*  10.0247** @BO8G**
Error 119(116) 1047.73 0.19150 0.07618 0.00482 53,592 0.07618
XSy 229.14 3.17 2.14 0.57 27.70 0.90
XSy 246.15 9.92 2.94 0.76 29.74 2.93
CV% 14.23 24.64 17.77 6.77 8.30 17.64
F.V. AP PR PF IC MS RM
Repeticion 2 8446.17** 0.32531* 0.47266** 0.02988** 6.7506ns (.08217*
Lineas S1-335 70 1094.81* 0.26519**  0.08794**  0.02437* 16.0531** 0.06777*
Error 113 528.24 0.07785 0.03820 0.00597 73,653 0.01820
XS, 193.86 1.62 1.03 0.59 32.25 0.53
XSy 216.81 4.50 1.80 0.71 35.31 1.59
CV% 11.94 19.67 16.37 12.70 8.37 13.44
F.V. AP PR PF IC MS RM
Repeticion 2 10108.7** 0.15139ns  1.35483**  (.17593* 523.513* .1@311**
Lineas S1-337 83 1469.7+ 0.25123*  0.10552**  0.03944** 21.380**  0O8BO3**
Error 157 740.8 0.06871 0.04560 0.00948 13,135 0.02815
XS, 164.31 1.63 1.61 0.47 31.17 0.52
XS, 174.80 3.29 1.93 0.63 32.10 1.07
CV% 16.50 18.90 15.14 20.87 11.70 23.76
F.V. AP PR PF IC MS RM
Repeticion 2 1140.74* 0.02168ns  0.05820ns  0.05293*  551.264ns 003L5ns
Lineas S1-338 62(61) 1158.68** 0.29766**  0.11708**  0.03362**  665.232** 05729**
Error 104(103) 347.29 0.05313 0.02539 0.00866 374,841 0.01058
XS, 191.83 1.45 1.32 0.49 30.36 0.44
XS, 207.64 4.23 2.70 0.61 31.79 1.35
CV% 9.59 16.99 11.90 19.08 6.38 10.69

Los valores entre de paréntesis () son los grdddibertad para MS y RM. Sélo se utilizaron lodividuos

que produjeron raices.
*P<0.05 **p<0.01
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Tabla 3. Efecto de la depresion endogamica erutgsacfamilias para altura de planta (Af9so de
raices frescas (PR), peso follaje (PF), indiceat®cha (IC), contenido de materia seca (MS) y maiedito
de materia seca (RM).

Efecto de Endogamia (INE%)

AP PR PF IC MS RM
Familia
AM331 -7.10 -69.73 -47.91 -28.73 0.76 -70.89
AM335 -10.48 -62.48 -57.15 -14.73 -8.07 -65.38
AM337 -6.32 -53.39 -17.59 -28.71 -3.34 -55.13
AM338 -6.70 -65.60 -49.52 -19.65 -4.57 -66.95
Promedio -7.65 -62.8 -43.0425 -22.955 -3.805 -64.5875

4.4 RELACION ENTRE VIGOR Y HETEROCIGOCIDAD

La relacion entre el indice de heterocigosidad (JHI¢l vigor o efecto de endogamia
(INnE%rwm) respecto al rendimiento para todas las lineaswsstra en la Figura 4. El punto
de referencia 0,0 representa la ubicacion del parelNingun individuo iguald la
heterocigosidad del progenitor, por esta razondquesentan valores negativos de HI. Se

ve graficamente la reduccién en la heterocigosjad las cuatro familias.

Las lineas que conforman la familia AM331 presemtagn promedio una reduccién en la
heterocigosidad de HI= -48.36 (Figura 4a). La fandM335 de HI=-51.99 (Figura 4b).
La familia AM337 de HI=-54.7 (Figura 4c) y la familAM338 presentd una reduccion de
HI=-57.09 (Figura 4d).
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Figura 4. Heterocigosidad y efecto de endogamial eendimiento. El punto rojo hace referencia al
progenitor de cada familia. a) Familia AM331; byriiega AM335; ¢) Familia AM337; d) Familia
AM338.

Con respecto al vigor, las cuatro familias AM33M3285, AM337 y AM338 presentaron
relaciones similares entre progenitor y progenigafigo de variacion es amplio pero todos
los individuos presentan una depresion con res@esto progenitor excepto por uno o dos
individuos que presentan a pesar de la reduccion hderocigosidad un buen
comportamiento en campo incluso superior al deg@ndor (Figura 4b, 4c, y 4d), estos

individuos son vigorosos por presentar tolerandi @epresion endogamica. En la familia
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AM331, ninguna linea presento vigor o valores dlirmiento superiores al del progenitor

(Figura 4a).

En general, el evento de endogamia se evidenciaumerfuerte depresion por endogamia
que se detecto con las evaluaciones en campo, Yapoonsiderable reduccion de la
heterocigosidad multilocus para las cuatro famiiasluadas. Sin embargo, los materiales
S; mas vigorosos no fueron necesariamente los masokejotos. Por lo cual, no se
presentd correlacion entre el nivel de heteroctpubiy el vigor. La familia AM331
presento urr?=0.056, la familia AM335 un?=0.016, la familia AM337r>=0.009, vy la
familia AM338 unr® de 0.019. Sin embargo, se pueden diferenciar ithaths, dentro de

cada familia, con reacciones muy diferentes frahtfecto de endogamia.

Los resultados confirman que la yuca presenta uaa lgeterocigosidad puesto que en la
progenie $ se presentd una segregacion con un rango de wggyr amplio en el
rendimiento de materia seca. También se puederowifique el grado de depresion por

endogamia varia enormemente no solo entre fangiias,entre genotipos (Figura 4).

La correlacion entre heterocigosidad y vigor ser@stambién para el resto de las variables
evaluadas en campo. El comportamiento para pes$a @z fresca (datos no mostrados)
fue muy similar al de rendimiento de materia secdat entre familias como de manera
individual, esto es de esperarse puesto que elnnemdo se obtiene de multiplicar el peso
de las raices frescas (kg/pl) de una planta paoetenido de materia seca resultante de
esas mismas raices (%), sin embargo, a nivel ddupodn se maneja el término
rendimiento por lo tanto se escogié esa evalua8obien no existe una correlacion entre
nivel de heterocigosidad y el efecto de endogamimarespecto a estas dos caracteristicas,

son las mas eficientes para evaluar depresion.

Por el contrario, el contenido de materia secau® Una buena variable para analizar

depresion por endogamia. El efecto de endogamiasnsignificante 5.73% (Tabla3), en
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promedio las lineas; $10 sufrieron depresion o este efecto fue muy IBueembargo, hay
materiales muy deprimidos y otros muy vigorosos respecto a materia seca, sin importar

su nivel de heterocigosidad (Figura 5).
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Figura 5. Heterocigosidad y efecto de endogamimaieria seca. El punto rojo hace referencia al
progenitor de cada familia. a) Familia AM331; bntiga AM335; c¢) Familia AM337; d) Familia
AM338.

Los resultados obtenidos de no correlacion parasttas variables entre heterocigosidad y

vigor pueden explicarse bajo varias situacioneslaEvaluacion del genoma no se puede

51



diferenciar los alelos autocigotos consecuenciéadmdogamia (Slatet al. 2004) de los
alocigotos, por medio de los marcadores moleculaesdiferencia solamente los
homocigotos de heterocigotos, por lo cual no saiestvaluando la misma cantidad de loci

involucrados en los efectos de endogamia que $&na@agen campo.

Si bien, los 72 marcadores ensayados presentaruem d¢ubrimiento del genoma, para
cubrir el efecto general, partiendo del hecho quenildogamia afecta a todo el genoma de
manera homogenea donde se va perdiendo la sobreglmeid asociativa en conjunto, hasta
este momento no se conocen marcadores microsatddigcionados especificamente con

rendimiento de materia seca, se desconoce los fajeseleccion.

Si los loci evaluados por microsatélites son néedgrdo no funcionales) no se puede
correlacionar con caracteristicas de producciéoaampo. Sin embargo, la heterocigosidad
que se evalua puede ser la asociacion entre latiahes y loci bajo seleccion (Hansson y
Westerberg, 2002), siguiendo la hipétesis del eftmtal. Para esto habria que hacer una
seguimiento de una porcion del cromosoma en péaticuodos los marcadores
concentrados en el mismo cromosoma, para detettaosible ligamiento, y correlacionar

el vigor con la heterocigosidad a travées de lositamlucrados (Slatet al. 2002).

Otra posibilidad es que la sumatoria del estaderbgto de cada marcador, paso para
calcular el promedio de heterocigosidad, esté aadt el comportamiento de uno o
algunos de los loci que si se encuentra relaciomaoel rendimiento. Sin embargo,
después de analizar el comportamiento de los 7Zadares individualmente no se
encontré ninguna tendencia entre los individuos eélomismo estado heterdético. Ningun

marcador en particular presenté correlacion erdterbcigosidad y vigor.
Los resultados pueden explicarse también, baj@agtlpgque se le da al vigor hibrido. La

perdida de vigor por no hibridacion esta enmasclrase vigor dado por la calidad de

ciertos genes y las combinaciones favorables denia@smos. La reduccion de la
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heterocigosidad por medio de la autofecundaciérdés®enmascara y permite la expresion
de genes recesivos y de las interacciones de gengdementarios que representan un alto

valor de seleccion (Demarly 1979).

La idea de estos agrupamientos rompen la estrucrrheterosis vista anteriormente,
porque se han estado formando buenas combinacideetoci, no necesariamente
heterogéneas a través de la evolucion y se enameagrupados en segmentos protegidos
en los cromosomas, tienen inhibidores de recomidinag ademas sus uniones estan
controladas por factores genéticos que actlan isasis cis 0 en trans. En condiciones
normales estos bloques protegidos se comportan comdades segregacionales, pero en
malas condiciones (alteracion del medio ambientambios en el régimen de
mejoramiento, tejidos de cultivos, entre otros)daueerse alterada la cohesion estructural
(Demarly 1979). En este modelo se asume que lasiéprpor endogamia esta distribuida
homogéneamente en el genoma y que los loci no sgeetman ligados. Sin embargo,
cuando estas condiciones se violan, la lecturlbsieesultados explican menos el efecto
general y pasan a ser de efecto local (a82004), es decir, que la contribucion de cada
uno de los loci al vigor es significativamente thf#e pero los marcadores que si se
encuentren ligados van a responder de manera sienilda correlacion heterocigosidad-

vigor.

Estos agrupamientos se logran despejar aun mas, en $ (Rotili et al. 1999), al

autofecundar, estos no contribuyen a la disminudérheterocigosidad sino que pasan
manteniendo su expresion y por lo tanto manteniamdelevado vigor. Si bien, este
modelo de endogamia esta planteado para plantase@maploides (Demarly 1979) se
adapta muy bien con los resultados de este trapggermite posibles explicaciones y
predicciones del comportamiento de los materialesofecundados en proximas

generaciones.
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Pemberton (2004) plantea que la correlacion ergterdicigosidad y vigor requiere una
nueva interpretacion. Sin embargo, es importamterten cuenta la informacion con la que
se cuenta en poblaciones mejoradas, donde se magtatrolada la diversidad alélica, la
forma de reproduccion, donde los analisis de umergeion son decisivos para continuar

con la segunda generaciéon y donde generalmentmseea el pedigree de la poblacién.

Este trabajo hace una revision robusta en el prastado de endogamia de poblaciones
mejoradas de yuca, donde la finalidad es selecciodariduos tolerantes a depresion para
seguir una segunda generacion de autofecundadidrentbargo, el estudio del efecto de
endogamia en generaciones siguientes permitiraceomb comportamiento de la poblacion
frente al efecto real de endogamia, predecir eddestde heterocigosidad en que se
encuentra una poblacion en un determinado estaderdi®gamia por medio del

seguimiento de los marcadores evaluados en es&nca

4.5. SELECCION DE INDIVIDUOS

Para evaluar un individuo en términos de depresi@ogamica se debe tener en cuenta de
donde proviene la variacion. La variacion de lardgjgn endogamica depende del nivel
original de heterocigosidad del parental, y dergamizacion genética. La seleccion de los
individuos no se puede hacer sélo con base en paesién endogamica porque la
comparacion entre progenitor y progenie esta sesgadla herencia del progenitor (Rotili

et al. 1999). Si el progenitor proviene de un crugex &, puede incrementar o no el rango
de heterocigosidad y por consiguiente variar ebvi€omo vemos en estos resultados, es
posible encontrar dos individuosg flerivados de dos progenitores diferentes) con una
depresion endogamica similar, pero con un porcentdad rendimiento muy diferente.
Entonces, la seleccion deberd estar basada en nbir@cion simultanea de baja

heterocigosidad y vigor de la progenie en si misheaespera que al hacer la seleccion de
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la mejor genotipo y llevarlo a la siguiente gengnaace endogamia, ocurra una reduccion

de la depresién como esta reportado para el casliadfa (Rotili et al. 1999).

El individuo AM335-84 mostro una reduccion en ldaenecigosidad de 51.5% y un vigor
de 3.97% superior al progenitor. Este es un bueterrah para llevar a una segunda
generacion de autofecundacioén, jar&ultante seguira reduciendo en heterocigosidea p
seguramente seguira siendo viable con respectig@ por ser tolerante a endogamia. De
esta misma familia también sobresalen otros buenateriales que aunque no hayan
superado a su progenitor en vigor, la depresiériees y presentan una muy baja
heterocigosidad. El individuo AM335-119, presentaaureduccion de 67.74% en
heterocigosidad y una depresion por endogamia deagp8.33%. Seguido se encuentran
los materiales AM335-120, que muestra reduccionhdeerocigosidad de 61.9% con
depresiéon de 21.39% y AM335-156, con reduccidéneaterbcigosidad igual a 59.4% y una
depresion de vigor del 22%. El individuo AM335-8¥hgue presentd un vigor por encima
del progenitor de 10.44%, la reduccion de heteosittad fue inferior a lo esperado,
HI=37.3%, si se siguiera el proceso de autofecuadamon este individuo no se llegaria

tan rapido a la obtencién de una linea pura (Figlura

Para la familia AM337, los individuos AM337-138,nceeduccion de H de 69.23% y un
vigor de 39.53% por encima del progenitor, y AME®,-con reduccion de H 54.86% y un
vigor de 9.89%, son excelentes candidatos parar pa§a Los materiales AM337-90 y

AM337-293, con una reduccion de H=54.25 y 58.9%ing leve depresion de 7.02% y
10.11%, respectivamente, también hacen parte dglogde las lineas para llevarla a la
proxima generacion de autofecundacion. Hay que tameuenta que la familia AM337 fue
la familia con mayor frecuencia de materiales sabientes y una menor depresién por

endogamia en las diferentes caracteristicas agricaéravaluadas.

En la familia AM338 se encontré6 un material soblieate, AM338-172 el cual presento

una reduccion muy fuerte en heterocigosidad de%%3un elevado vigor superior al
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progenitor en 29.7%. Ademas se encontraron otresdsimateriales como AM338-110
con 66.46% de reduccién en la heterocigosidad ydepaesion del 15.9% y AM338-119
con una reduccion de 72.57% en heterocigosidadaydepresion del 19.12% con respecto

al rendimiento.

Por dltimo para la familia AM331, los datos muestcaie hacer una seleccion ensria
ineficiente. Los materiales mas vigorosos preseatandepresion del 40%. Sin embargo,
puede que estas lineas presenten una correlaciéstaios mas avanzados de endogamia,
en S o $(Scottiet al 2000).
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5. CONCLUSIONES

Se selecionaron 72 marcadores utiles para evalusstado de heterocigosidad en lineas
endogamicas de yuca, por su alto polimorfismo, gquog cubren el genoma y por que
permitiran hacer un seguimiento en las generacisigegentes de endogamia.

La heterocigosidad reportada para las lingdse&sde 22.3%, en esta primera generacion de

autofecundacion se redujo 1/2 de la heterocigosidadse encontrd en los progenitorgs S

Los materiales Smas vigorosos no son necesariamente los mas big@ias. Pero la
seleccion de individuos se debe hacer en basearihinacion de baja heterocigosidad vy al
vigor medido por rendimiento que refleja la tolaiargue tiene el material a depresién por

endogamia.

Se confirma que la yuca presenta una gran hetesidad porque la segregacion de la
progenie $mostré un rango de vigor muy amplio. Y el efeatod@presion por endogamia

varia enormemente no sélo entre familias, sinceeggnotipos dentro de cada familia.

La familia AM337 es la mas tolerante a endogamiaesentar menor depresion para
todas las caracteristicas agronémicas, manteneornmaymero de individuos viables en
campo Yy reducir su heterocigosidad mas de lo edpeem la primera generacién de
endogamia. Contrario a la familia AM331 para lalclaa seleccion en esta primera
generacion es ineficiente puesto que no presertexiaias sobresalientes bajo el criterio de

seleccion.
Se recomienda pasar a una segunda generacion diecandacion a los siguientes

individuos: De la familia AM335, AM335-84, AM335t9, AM335-120 y AM335-156.
De la familia AM337, los individuos AM337-138, AM33%9, AM337-90 y AM337-293 y
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de la familia AM338, AM338-172, AM338-110 y AM338t2 por cumplir con los criterios
de seleccion.
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6. PROYECCIONES

Para seguir con el estudio de las lineas endogars@&debera llevar a etapas mas elevadas
de autofecundacién {SS; y &) las plantas que se seleccionaron por ser lagatétantes
dentro de cada familia y evaluar la reduccién meiya de la heterocigosidad. Se debe
hacer una seleccion en cada generacion para haseefiniente el proceso, utilizando los
marcadores ya escogidos para hacer un seguimieniasddistancias genéticas de los
parentales seleccionados hasta el final del prodesautofecundacién en las etapas mas

avanzadas.

Sin embargo, se debera profundizar en el conoctmigs los marcadores microsatélites, y
trabajar en la deteccion de loci que representeactisticas cuantitativas (QTL), en

especial aquellos que estén relacionados con r@mtiosnde materia seca, y habria que
tener en cuenta los ligamientos que se presentae eltos, con esto se precisarian los
resultados y se podria fortalecer la correlacidredmeterocigosidad y vigor para hacer una

escogencia de materiales con mayores criteriosldecson.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo de miniextracion de ADN (DellafaoS.L. et al. 1983). Modificado

por el laboratorio de genética de Yuca, CIAT.

o 0 b~ w

8.
9.

Colectar una hoja o cogollo (entre 0.15 g y 0.2dgjido vegetal) y guardarlas en
un sobre de papel a 66.

Pasar a un tubo eppendorf de 1.5 ml y macerar @n @ arena y ayuda de un
taladro.

Adicionar 800 ml de buffer de extraccion precaldnta 65C.

Adicionar 50 pl de SDS al 20%.

Agitar vigorosamente la mezcla para homogenizar.

Incubar en bafio de agua a°65y mezclar por inversion de 5 a 6 veces, durabite 1
min.

Retirar los tubos del bafio y dejar enfriar a terajpea ambiente por 2 min.
Adicionar 250 pl de acetato de potasio 5M frio yat@ por inversion.

Incubar en hielo por 20 min.

10. Centrifugar a 12000 rpm en una centrifuga eppenmorii0 min.

11. Adicionar un volumen de isopropanol frio y mezcdaavemente por inversion.

12.Incubar a —86C por 1 h y centrifugar a 12000 rpm por 10 min.

13.Eliminar el sobrenadante y remover el exceso derag@mnol invirtiendo los tubos

sobre una toalla de papel.

14.Resuspender el precipitado en 500 pl de TE 50:00 Msn Tris-HCI/20 Mm

EDTA) incubar a 65C de 10 a 15 min con agitacion suave y constante.

15. Adicionar un volumen de isopropanol frio y mezgar inversion suave.

16. Incubar a —86C por 1h y centrifugar a 1200 rpm por 10 min.

17.Eliminar el sobrenadante y remover el exceso derag@nol invirtiendo los tubos

sobre una toalla de papel por 1 h.
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18. Adicionar de 100 a 200 pul, dependiendo del tamai@cipitado, de TE 10:1 (10
mM Tris-HCI/1 Mm EDTA que contiene 10 mg/ml de RN#\g/ guardar los tubos
a 4°C toda la noche o disolver el precipitado en bafiaglia a 6%C.

19. Evaluar la calidad en un gel de agarosa.

BUFFER DE EXTRACCION

Para 1 L de solucion:

100 ml de Tris-HCI 1M 100 Mm
100 ml de EDTA 0.5M 50 Mm
100 ml de NaCl 5M 500 Mm

Completar el volumen con agua deionizada.
Autoclavar por 15 min.
Adicionar 1% (v/v) de PVP 40000 MW.

P 0N PR

Adicionar 700 pl dg-mercapto etanol.
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Anexo B. Soluciones para PCR y electroforesis.

1. Buffer para PCR

KCL 500 mM
Tris-HCL pH 8.8 100 mM
Tritdn X-100 1%

2. Buffer TBE 10X

TRIS 107.80 g
EDTA 7.44 ¢g
Acido Boérico 55.00 g

Se completa el volumen a 1 litro con agua deiorizad

3. Buffer de carga 3X

Formamida 95%
NAOH 10 mM
Azul de Bromofenol  0.05%
Xylene Cyanol 0.05%

4. Acrilamida 4 % para5L

Acrilamida 40% 500 ml
TBE 5X 1000 mi
UREA (5M) 1501.5¢g

Agua destilada 3500 ml

Se pesan la urea (5M) y se vierten en soluciéndajgde TBE 5X y 3000 ml de agua
destilada, se deja agitar minimo por 6 h. Apadajeja agitando la acrilamida en 500 ml de
agua destilada minimo por 1 h. Se mezclan por $éngompleta a 5 L. Por ultimo, se filtra

al vacio, se envasa y se refrigera.
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Anexo C. Pasos y soluciones para tincion con pMtalificado de Promega. 1993.

1. Fiajdora
Preparacion: Acido acético al 10%,®bidestilada

Tiempo de exposicion: 25 minutos

2. Agua deionizada

Tiempo de exposicion: 15 minutos

3. Tincion en plata
Preparacion: Nitrato de plata (Aghl 1%. HO bidestilada
Tiempo de exposicion: 30 minutos

4. Agua deionizada

Tiempo de exposicion: 10 segundos

5. Reveladora
Preparacion: Carbonato de sodio {8@;). Formaldehido (FCO) al 37%.
Tiosulfato de sodio (10mg/nH}O bidestilada. Usar a temperatura d&C10
Tiempo de exposicién: de 5 a 8 minutos

6. Parada
Preparacion: Glicina 2% (g/v). EDTA 0.5%

Tiempo de exposicion: 5 minutos

7. Agua deionizada

Tiempo de exposicion: 30 minutos
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Anexo D. Tipo de repeticiones de los microsatéssogidos

MicrosatéliteTipo de repeticion

Tamafio’C Mg

SSRY4
SSRY6
SSRY10
SSRY12
SSRY19
SSRY20
SSRY21
SSRY23
SSRY31
SSRY38
SSRY40
SSRY44
SSRY47
SSRY48
SSRYS50
SSRY51
SSRY52
SSRY59
SSRY61
SSRY63
SSRY72
SSRY76
SSRY83
SSRY84
SSRY88
SSRY90
SSRY95
SSRY98
SSRY99
SSRY100
SSRY101
SSRY102
SSRY105
SSRY122
SSRY141
SSRY145
SSRY161

GA(16)TA GAQ3) 287
CA(7)N(51)CA(17) N(47)CA(15) 298
CA(17) 153
CA(19) 266
CT(8)CA(18) 214
GT(14) 143
GA(26) 192
CA(17) 247
GA(21) 188
CA(17) 122
GA(16) 231
GA(28) 194
CA(17) 244
CA(11) 178
CA(6)N(6)GA(31) 271
CT(11)CG CT(11) CA(18) 298
GT(19) 266
CA(20) 158
CA(12) 233
GA(16) 290
CA(10) 141
GT(17)GA(21) 273
GTCGTG GT(22)CT GT(2) 239
GA(24) 203
CA(7)TACATA GA(22) 243
GGA(5)TAT GGA(2) 193
CT(19)CA(16)CC CA(2)CC CA(3) 282
GT(11) 209
GT(15)GA(13)AA GA(3) 192
CT(17)TT CT(7) CCCT 210
GCT(13) 213
GT(11) 179
GT(6)GC GT(2)GA(16) 225
GA(12)GT GA(3)GT GA(3)GT GA(6)N(41)GA(12]3
CT(8)CG CT(2) 262
143
CT(ll)TT CT(21)CA(19) 220

45
45
55
55
55
55
45
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
55
45
55
55
55
22

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
1.0
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
1.0
1.0
15
15
15
15
15
1.0
15
15
15
15
15
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Anexo D. Continuacion

Microsatélite  Tipo de repeticion TamaficC Mg
SSRY164 GA(29) 187 45 15
SSRY171 TA(5)CATA GATA(8) GC GA(23)GTGA(2) 291 55 Bl
SSRY172 CT(17) 201 55 1.5
SSRY174 GA(16) 136 55 1.5
SSRY177 CCT(6)CTN(65)CT(4)AT CT(18) 268 45 15
SSRY179 GA(28) 226 55 1.5
SSRY182 CA(17)N(31)GAGG GA(8) 253 55 1.5
SSRY191 (GA)BGTGA(GGGA)2GGA 186 60 1.5
SSRY195 (GA)6CA(GA)6CA(GA)3 186 60 1.5
SSRY200 CT(CTT)4N6(CTCTT)2CT 205 60 1.5
SSRY205 (CM11 201 60 1.5
SSRY225 (GA)20 234 59 15
SSRY226 (GA)8(N)7(GA)5 219 59 15
SSRY229 (CT)9TT(CT)5 199 60 1.5
SSRY239 (GA)15GG(GA)2 208 60 1.5
SSRY240 (GA)22 181 60 1.5
SSRY248 (GA)12 247 58 1.5
SSRY250 (CT)18(ATCT)2CTAT(CT)2 197 60 1.5
SSRY251 (CT)8 213 60 15
SSRY269 (GA)55(N)22(GA)36(N)26(GA)11(N)30(GA)203 58 1.5
SSRY276 (CT)10 243 60 15
SSRY284 (CT12 194 58 15
SSRY296 (CT)3TT(CT)2(GT)7GG(GT)3GGT 195 60 1.5
SSRY313 (CT)14 204 60 1.5
SSRY324 (GA)27GGA 206 60 1.5
(ESTS)SSRY36TC(7) 200 55 2.0
(ESTS)SSRY49TC(8) 200 55 2.0
NS40 (GA)16 175 55 25
NS53 (TC)30 242 55 25
NS136 (CT)28 200 55 25
NS169 (CA)11 319 55 25
NS170 (CT)IOTTCCTTTTATGC(GT)17 285 55 2.5
NS260 (GT)10(GA)22AA(GA)4AA(GA)6 224 50 25
NS720 (GM17 157 55 25
NS928 (GA)21 283 55 25

- No se conoce la secuencia
* Marcadores que aun no se encuentran localizate$ mapa.
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Anexo E. Posicion de los microsatélites en el ndpguca. (Fregengt al. 1997)
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