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Resumen

Usando la técnica de marcadores moleculares, tipo microsatélites, se evaluo la variabilidad genética de
717 genotipos de yuca Manihot esculenta Crantz colectados en fincas de pequenos agricultores de la
region Caribe de Colombia, en los departamentos de Atlantico, Magdalena, Cérdoba y Sucre. Mediante
el Analisis de Correspondencia Multiple (ACM) se establecieron seis grupos genéticamente diferentes,
con un Gst bajo (0.18), lo cual indica que la variabilidad no se debe a diferencias entre los grupos sino
a diferencias dentro de cada grupo. La diversidad genética encontrada fue alta (Hr: 0.61692).

Palabras clave: Manihot esculenta, diversidad, distancia genética, heterocigotos.

Abstract

Using molecular microsatellites analysis, the genetic diversity of 717 cassava genotypes from small
formers in the Caribbean region of Colombia was assessed. Six genetically distinct groups was
established, with a low Gst (0.18), indicating that the variability was not due to differences between
groups but within each group. The genetic diversity was high (Ht: 0.61692).

Key words: Manihot esculenta Crantz, diversity, genetic divergency, heterozygotes.
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Introduccion

La yuca, Manihot esculenta Crantz constituye
el cuarto producto basico mas importante en
la alimentaciéon mundial después de arroz,
trigo y maiz. Tiene un papel fundamental en
la dieta de mas de mil millones de personas
(Ceballos, 2002), y constituye un importante
recurso energético en la alimentacion humana.

Esta especie es cultivada, generalmen-
te, por agricultores pequenos. Por su buen
comportamiento en condiciones marginales
de clima y suelo, es considerada una especie
importante que contribuye a la seguridad ali-
mentaria en poblaciones con bajos recursos
economicos y en donde otros cultivos no se
desarrollan adecuadamente (Iglesias et al.,
1994).

En Colombia, la principal zona de produc-
cion de yuca es la region Caribe donde se con-
centra el 42% de la produccion nacional (Gottret
et al., 2002). Igual que en otros paises, el cul-
tivo es manejado por agricultores en pequenas
explotaciones, los cuales utilizan cultivares no
identificados conformados por genotipos locales
o variedades mejoradas, al desconocer la mag-
nitud de la variabilidad genética.

El conocimiento de la variabilidad gené-
tica de los cultivos, incluyendo la yuca, en
cualquier region del mundo, facilita la toma
de decisiones en los programas de mejora-
miento y en la conservacion de la especie.
La conservacion del germoplasma evita la
pérdida de especies silvestres y cultivadas,
pues prevé o reduce la erosiéon genética (Ja-
ramillo, 2002).

La variabilidad genética puede ser esti-
mada directamente a partir del genoma, con
el uso de marcadores moleculares tales como
RFLP, RAPD, minisatélites y microsatélites,
entre otros. Cuando la variabilidad es calcu-
lada por diferencias alélicas en varios loci a
través de electroforesis, los parametros mas
usados son el niumero de alelos y la heteroci-
gosidad (Nei, 1987). Los marcadores molecu-
lares microsatélites SSR — (Simple Sequence
Repeat), han sido ampliamente usados para
estudios de variabilidad genética de yuca.
Se han identificado 36 marcadores micro-
satélites como los de mayor polimorfismo
(Mba et al., 2001) los cuales se han utilizado
en investigaciones en paises como Sierra
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Leona (Dixon, 2003), Uganda (Kizito, 2003),
Nigeria (Dixon, 2002), Ghana (Okay, 2003),
Peru (Alcantara, 2001), Guatemala (Monte,
2003) y Cuba (Beovides, 2004). Ademas, se
han encontrado valores altos de diversidad y
evidenciado subestructuras en poblaciones
africanas, lo que constituye un aspecto po-
sitivo para el mejoramiento del cultivo.

En algunos de los anteriores trabajos se
han incluido variedades colombianas prove-
nientes del Banco de Germoplasma del Centro
Internacional de Agricultura Tropical-CIAT.
Sin embargo, en Colombia no se han hecho
estudios de variabilidad genética que incluyan
exclusivamente introducciones de yuca colec-
tadas en el pais o en alguna region de éste.

El objetivo de este trabajo fue analizar la
variabilidad genética de yuca cultivada por
pequenos agricultores de la region Caribe de
Colombia, mediante marcadores moleculares
del tipo microsatélites.

Materiales y métodos

La coleccion de germoplasma se realizé en
fincas pequenas que tenian un area com-
prendida entre 0.5 y 12 ha dentro de los
departamentos de Cordoba, Sucre, Atlantico
y Magdalena, ubicados en la region Caribe
colombiana. El muestreo fue de tipo conglo-
merado polietapico y se considera al grupo
de cultivadores existente en cada municipio,
como conglomerado. Primero se seleccion6
aleatoriamente el municipio dentro de cada
departamento y después las fincas dentro de
cada municipio.

Se seleccionaron 40 municipios (conglo-
merados) y luego 10 fincas dentro de cada
municipio, para un total de 400 muestras de
fincas (Cuadro 1).

Para determinar el tamano de muestra
(no) se considero el siguiente modelo:

Nno = (Zzpq) | &

Donde:

p: 50% de fincas con variabilidad genética de
yuca sembrada.

q: 50% de fincas sin variabilidad genética de
yuca sembrada.

Z:nivel de confianza de 90%: 1.64

d: error esperado por parte del investigador:
0.06
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Cuadro 1. Municipios visitados en cada departamento de la region Caribe de Colombia.

Departamentos
Atlantico Magdalena* Cordoba Sucre
1. Repeléon 1. Santa Marta 1. Buenavista 1. Toluviejo
2. Malambo 2. Sitio Nuevo 2. Pueblo Nuevo 2. San Antonio de Palmitos
3. Baranoa 3. Ciénaga 3. San Pelayo 3. San Pedro
4. Sabanagrande 4. Remolino 4. Planeta Rica 4. Los Palmitos
5. Polonuevo 5. Aracataca 5. Cereté 5. Since
6. Santo Tomas 6. Salamina 6. San Carlos 6. Betulia
7. Palmar de Varela 7. Pivijay 7. Ciénaga de Oro 7. Corozal
8. Luruaco 8. Fundacion 8. San Andrés 8. Sincelejo
9. Sabanalarga 9. Momil 9. La Unidén
10. Ponedera 10. Sahagun 10. Sampués

11. Chinu

*La coleccion del material en el departamento de Magdalena fue hecha en época de lluvias, lo cual dificulté llegar a algunos
municipios debido al mal estado de las vias. Se visitaron ocho municipios y se realizaron once encuestas en cada uno de

ellos.

La encuesta estuvo enfocada a detectar
el conocimiento, por parte del agricultor, de
las variedades sembradas en su finca. Se to-
maron muestras de estacas o propagulos que
fueron trasladadas al CIAT y sembradas en
invernadero. De las plantas obtenidas en esta
fase se tomaron muestras de hojas jovenes y
cogollos, los cuales se secaron en horno a 40°
durante tres dias para la posterior extraccion
del ADN con uso del método propuesto por
Dellaporta et al., 1983.

La calidad del ADN fue observada en
geles de agarosa al 1%. Se cuantifico en
fluorémetro antes de realizar diluciones a
una concentracion de 10 ng/ul de ADN. Las
amplificaciones fueron hechas en los termo-
cicladores PTC-100 via PCR usando el pro-
grama 30 ciclos a: 94 °C por 307; 55 °C por
307; 72°C por 1 min, y una extension de 5
min a 72 °C. El producto de la amplificacion
se corri6 en geles denaturantes de poliacrila-
mida 6% acrilamida y se hizo un revelado de
tincion con plata. Posteriormente la lectura
de los geles y la toma de datos para el analisis
estadistico molecular.

Se usaron nueve marcadores microsaté-
lites, seleccionados del grupo de 36 SSRY
establecidos en trabajos anteriores de diver-
sidad como los de mayor polimorfismo para
analisis de diversidad y diferenciacion genéti-
ca (Mba et al., 2001). El procedimiento para
seleccionar los nueve marcadores consistio
en un analisis preliminar de 30 muestras
de la poblacion de los 36 marcadores micro-
satélites. Después de obtener las lecturas de
los geles de poliacrilamida se descartaron

los monomorficos, y de los polimorficos se
seleccionaron visualmente los 18 SSRY que
presentaron mayores polimorfismos.

Estos 18 SSRY fueron evaluados en el
programa sistematizado Cervus para escoger
los nueve con el PIC Polymorphic Information
Content (Contenido de Informacion Polimor-
fica mas alto), adicionalmente se considero
la ubicacion de estos marcadores en el mapa
genético de yuca para tener una buena co-
bertura del genoma. Los marcadores selec-
cionados fueron: SSRY 12, SSRY 51, SSRY
63, SSRY 82, SSRY 100, SSRY 135, SSRY 151,
SSRY 155, SSRY 179.

Para el estudio molecular también se adi-
cionaron 14 genotipos del Banco de Germo-
plasma de Yuca del CIAT, que corresponden
a variedades locales y mejoradas originales,
liberadas en la region y provenientes del
Programa de Mejoramiento de Yuca del CIAT.
Estas muestras fueron usadas como control
para comprobar su existencia en la region.
Las variedades fueron: Corpoica Gines CM
4843-1, Corpoica Colombiana CM 3306-19,
Corpoica Sucrena CM 3555-6, Corpoica Ve-
ronica CM 4919-1, ICA Costena CG 1141-1,
ICA Negrita CM 3306-4, SM 1433-4, ICA P-12
MCOL 1505, Cubana CM 4574-7, Venezolana
MCOL 2215, Blanca Mona MCOL 2253, Se-
cundina MCOL 2063, MTAI-8, y MVEN-25.

Las graficas de ordenacion fueron cons-
truidas con base en las coordenadas obteni-
das para los individuos con un analisis de
correspondencia multiple (ACM), utilizando
programas elaborados en SAS en un ambiente
UNIX CIAT, SAS: Version 9.1.3.
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Los parametros de variabilidad genética:
porcentaje de loci polimérficos, nimero medio
de alelos por locus polimorfico, heterocigo-
sidad promedio observada Ho, y diversidad
genética promedio He fueron estimados con
el programa SAS.

Resultados y discusion

Se colectaron 1.045 genotipos de yuca, de
los cuales 717 presentaron informacién mo-
lecular completa con los nueve marcadores
microsatélites seleccionados y con los cuales
se hizo el analisis molecular.

Relaciones genéticas entre genotipos

En el analisis de correspondencia multiple
(ACM) se definieron seis grupos genéticamen-
te diferentes, los cuales explicaron el 81% de
variacion (Figura 1).

En el Grupo 1, el 85.5% de los genotipos
corresponden a la variedad Venezolana; en el
Grupo 3, el 85% equivale a la variedad ICA
Costena; en el Grupo 6, el 71.3% es de la va-

riedad Banca Mona y en el Grupo 5, el 43.3%
corresponde a la variedad ICA P-12 (Figura
2). Teniendo en cuenta los porcentajes de pre-
sencia de estas variedades en cada grupo, fue
posible considerarlas como representativas de
cada uno de ellos. Los restantes genotipos,
que se ubican en cada uno de estos grupos
y que se encuentran en menor proporcion,
tienen relacion genética con estas variedades.
Los grupo 2 y 4 (Figura 2) tienen el mayor
numero de genotipos y se presentan en bajos
porcentajes, no obstante, debido a su varia-
bilidad es dificil establecer caracteristicas
especificas distintivas o discriminantes que
los identifiquen.

En la Figura 3 se observan las variedades
mas sembradas por los pequenos agricultores
en la region Caribe de Colombia, se destaca
la variedad Venezolana con 26%, seguida
de ICA Costenia 9% y Blanca Mona 7%, y en
menor proporcion las variedades P-12, MTAI-
8, Cubana y Secundina con 5%. El 46% de
la yuca sembrada equivale a otros genotipos
mencionados por los agricultores.

dim3

1.97 7

0.224

1544

dim2

B Grupo1

dim1

-1.03 J

BGrupo2 Grupe3 MGrupod MHGrupe5 [EGrupos

Figura 1. Agrupamiento de 717 genotipos, cultivados por pequenos agricultores de la regién Caribe de
Colombia, mediante analisis de correspondencia multiple (ACM).
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Figura 2. Frecuencia de los diferentes genotipos de yuca en cada uno de los
grupos definidos por el ACM
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Figura 3. Distribucion de los genotipos de yuca presentes en cultivos de pequenos agricultores de la region Caribe de Colombia.

Variabilidad genética

El promedio de la heterocigosidad observada
(H;) fue alta con un valor de 0.56087, lo cual
confirma el entrecruzamiento en la yuca y
su naturaleza altamente heterocigota. El
promedio ponderado de la heterocigosidad
esperada (Hs) fue 0.50280, que representa el
nivel de heterocigosidad que se encontraria
si se dieran cruzamientos al azar. La hetero-
cigosidad total (Ht) para todos los genotipos
fue alta, con un valor de 0.61692, es decir, la
heterocigosidad esperada de un individuo en
toda la poblacion (Cuadro 2).

Cuadro 2. Variabilidad genética de yuca cultivada por
pequenos agricultores de la region Caribe de

Colombia.

Loci No. de alelos Ho He
por locus

y82 6 0.7480 0.53856
y179 5 0.3542 0.43596
y135 4 0.6744 0.56336
y12 4 0.4755 0.40652
y63 4 0.4183 0.46355
y51 5 0.6172 0.57631
y100 7 0.4986 0.53650
y151 4 0.8529 0.55458
y155 3 0.4087 0.44987
AP HI Hs HT
4.6 0.56087 0.50280 0,61692

Ho: Heterocigosidad observada

He: Heterocigosidad esperada

AP: Numero medio de alelos por locus polimérfico

Hj : Promedio Heterocigosidad observada

Hgs : Promedio ponderado de Heterocigosidad esperada
Hr : Heterocigosidad total.

Aunque se establecieron seis grupos ge-
néticamente diferentes en el ACM, el coeficien-
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te de diferenciacion fue bajo (Gst) 0.18498,
es decir, que la variabilidad no se debe a
diferencias genéticas entre grupos, sino den-
tro de los grupos, lo que se confirma con los
altos valores de heterocigosidad esperada (He)
dentro de cada grupo (Cuadro 3). Se observa
también que el Grupo 1 presenta la mas baja
He 0.37751 lo cual esta relacionado con el
alto porcentaje de la presencia de la variedad
Venezolana y muy bajo de otras variedades.
Igualmente, ocurre con los grupos 3, y 6.
Caso contrario, los grupos 2 y 4 presentaron
los valores mas altos de He y efectivamente
con el mayor numero de genotipos, convir-
tiéndose en los de mayor variabilidad genética
(Figura 2).

Cuadro 3. Heterocigosidad esperada de los grupos gené-
ticos definidos en el ACM en la poblacion de
yuca cultivada por pequefos agricultores de la
region Caribe de Colombia.

Poblacién n He
Grupol 222 0.37751
Grupo?2 159 0.56988
Grupo3 75 0.50052
Grupo4 142 0.60670
Grupo5 68 0.51645
Grupob 68 0.52690
Gst: 0.18498

n : Numero de individuos.
He: Heterocigosidad esperada dentro de cada grupo.
Gst: Coeficiente de diferenciacion genética entre grupos.

La variabilidad genética de la yuca esta

relacionada con la introduccién, intercambio
y con la polinizacion cruzada, cada individuo

es naturalmente un hibrido con altos niveles
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de heterocigosidad (Ceballos, 2002). Ademas
de la alta alogamia y su reproduccion sexual,
se debe tener en cuenta también la repro-
duccion asexual de esta especie y su amplia
distribucion geografica. Se sabe que la yuca
nativa esta distribuida en todo el sector de
la costa Caribe colombiana, entre los rios
Atrato y Magdalena, donde se han encontrado
variedades como Cartagenera, Momposina,
Samaria, Pie de paloma, Gallinazo, Batea,
Solita, Riogrande, Algodén, Camaron, Pie de
perdiz, Chingale y Pascualita (Patifio, 1964).

La reproduccion asexual es la forma de
propagacion mas utilizada, pero también pue-
de estar combinada con formas de reproduc-
cion sexual, que permiten la recombinacion
y favorecen la generacion de nuevas formas
o combinaciones.

La evolucion de la estructura genética de
una especie y su mantenimiento en el tiempo
y en el espacio, estan sujetos a la accion de
tres fuerzas evolutivas con efectos divergentes.
Por un lado, la seleccién natural y la deriva
genética —fuerzas eminentemente perturbado-
ras— que favorecen la diferenciacion genética
de una poblacion y por el otro, el flujo genético
que permite el intercambio de material genéti-
co entre poblaciones (Nason, 2002).

La migracion también beneficia los cam-
bios de las frecuencias alélicas. Desde una
perspectiva genética, el intercambio de genes
entre poblaciones debido a la migraciéon de
los individuos es un factor importante de
cambio genético (Barbadilla, 2009). En la
region Caribe es posible considerar, como
caso de migracion, la introducciéon de la va-
riedad Venezolana, traida desde otro pais por
los agricultores; al igual que las variedades
mejoradas y liberadas en la region, o aquellos
materiales que en las pruebas regionales de
ensayos del programa de mejoramiento, no
demostraron ser mejores que otros materiales
evaluados, se han difundido espontaneamen-
te entre los agricultores a pesar de no haber
sido liberadas como variedades (Ceballos,
2002). Todas estas causas contribuyen a la
alta variabilidad encontrada.

Como se observa en la Figura 3, el 46% de
la yuca cultivada por pequefios agricultores
equivale a diversos genotipos, la variabilidad
en finca no es estatica sino que con el paso

del tiempo hay genotipos que salen y otros
que son incorporados al sistema de produc-
cion del agricultor. Esto refleja el hecho de
que los agricultores tienen una disposicion
de aprobar nuevos materiales, observarlos
y con el tiempo incorporarlos o rechazarlos.
Las fuentes de variabilidad que manejan son
de dos tipos: variedades suministradas por
los vecinos o parientes, y clones nacidos en
el campo debido a cruces entre variedades
locales involuntarios. Estos procesos pue-
den no ser advertidos en el corto plazo, pero
han constituido la base para la evolucion del
cultivo (Iglesias et al., 1994).

Los resultados de la variabilidad genéti-
ca (He, Ho, AP, H;, Hg, Ht) obtenida en este
estudio fueron similares a los encontrados
en otros trabajos de variabilidad genética de
yuca realizados en Africa y algunos paises
en los cuales se usaron microsatélites y se
estimaron los mismos parametro. En gene-
ral, estos trabajos concluyen en confirmar el
comportamiento heterocigoto de la yuca y su
alta variabilidad genética.

Conclusiones

* Se detectaron seis grupos genéticamente
diferentes que explican el 81% de la varia-
cion, con un coeficiente de diferenciacion
bajo (Gst: 0.18), esto indica que la varia-
bilidad se debe a diferencias dentro de los
grupos y no entre ellos.

* De los seis grupos diferenciados, los grupos
1, 3, 5 y 6 estuvieron representados en un
alto porcentaje por una sola variedad. Los
grupos 2 y 4 presentaron el mayor nimero
de genotipos y la mayor variabilidad genética
de ellos, por lo que no fue posible establecer
una variedad especifica que los identificara.

* Las medidas de variacion genética de-
mostraron que, en los cultivos de yuca de
pequenios agricultores de la region Caribe
de Colombia, existe alta heterocigosidad
(0.56087) lo cual confirma el entrecruza-
miento en la yuca y su naturaleza alta-
mente heterocigota. Su condicion alégama
favorece la segregacion y la generacion de
nueva variabilidad genética. También se
encontré alta heterocigosidad total (Hr.
0.61692) y alto nivel de heterocigosidad
esperada (Hg: 0.50280).
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