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INTRODUCCION

Este trabajo se presenta en tres capitulos: el primer capitulo abarca una
descripcién general sobre la arracacha (A. xanthorrhiza). El segundo capitulo
presenta el articulo publicado sobre la estandarizacion y selecciéon de los
marcadores microsatélites para el andlisis de variabilidad genética de arracacha.
Finalmente, el capitulo 3 aborda el estudio de la diversidad genética de siete

cultivares de la arracacha de Boyaca.

Capitulo I: Arracacia xanthorrhiza.

Este capitulo presenta la arracacha, Arracacia xanthorrhiza, especie andina
perteneciente a la familia Apiaceae (Umbelliferae) y considerada un producto con
gran potencial productivo y comercial debido a la calidad de sus nutrientes y su
versatilidad. Entre las nueve especies menores de raices y tubérculos andinos, la
arracacha es el cultivo mas promisorio, y se caracteriza por poseer una amplia
gama de usos (Hermann, 1997) gastronomicos, nutricionales, medicinales y en
alimentacion animal, (Zarate et al., 2008). Gastronémicamente, la arracacha en
estado fresco se utiliza para preparaciones caseras de sopas, pures, pasteles y
dulces, asi mismo, se han desarrollado productos transformados como harina,
arracacha frita, arracacha precocida, sopas instantaneas y alimentos infantiles
(Rodriguez et al., 2000), siendo recomendado su uso en dietas alimenticias
infantiles (ICBF, 1988; Noguera & Pacheco, 2000).

Las raices reservantes de la arracacha, nutricionalmente, se caracterizan por un
elevado contenido de almidon (Hermann, 1997) de sabor agradable, de féacil
digestibilidad y rico en vitamina A (Leén et al., 2011), niacina, hierro, fésforo
(Amaya & Julca, 2006) y betacaroteno. Tiene un alto contenido de calcio y acido
ascorbico (Hermann, 1997; Biondi et al., 2009).



La produccion comercial de arracacha se concentra en Suramérica,
especialmente, en Brasil (Gupta et al.,, 2003), Colombia, Venezuela y Ecuador,
seguidos de Peru y Bolivia (Albano, Franco, & Telis, 2014). El establecimiento de
la arracacha como cultivo comercial s6lo se ha logrado en Brasil, primer productor
mundial de arracacha (Knudsen et al., 2006). El programa brasilero de
mejoramiento de arracacha propuso la combinacién de la variabilidad genética de
todas las especies de Arracacia y la seleccion de clones promisorios con
caracteristicas deseadas (Hermann, 1997).

En Colombia, la produccion de arracacha se realiza en departamentos de la regiéon
Andina, principalmente, en Tolima, Boyaca, Norte de Santander, Huila y Antioquia
(Agronet, 2017). En el Departamento de Boyaca, los municipios de Tibana,
Viracacha, Ramiriqui, Boyaca y Turmequé son los principales productores de
arracacha (Agronet, 2017). En los municipios de Boyaca y Turmequé (Boyaca), la
semilla se ha transferido de generacion en generacion, entre vecinos y parientes
(Zeven, 1998).

Capitulo 1I: Marcadores microsatélites para el andlisis de variabilidad
genética de arracacha (Arracacia xanthorrhiza).

En Colombia no existen programas o estudios de mejoramiento de la arracacha
(Vasquez et al., 2004) que ofrezcan material reproductivo de alta calidad o con
caracteristicas agrondmicas y productivas de interés para los agricultores, factor
gue limita la decisién de siembra a algunas de los cultivares disponibles en las
localidades o zonas de producciéon (Alvarado & Ochoa, 2010). La caracterizacion
mediante taxonomia morfolégica es una herramienta que no tiene suficiente
sustento, por eso las herramientas genéticas pueden ser la linea base de bajo
costo que permitan la caracterizacién rapida y eficiente que ayuden en su
identificacion y clasificacion. Asi mismo, caracterizar genéticamente la arracacha
ayudaria a fomentar la conservacion, preservacion y a establecer acciones para el

mejoramiento de los cultivares. El uso de herramientas moleculares como



marcadores nucleares han permitido la caracterizacion de diversas especies
debido a que se centran en la determinacion y medicidn de la variacidon existente,
intra e interespecifico de los individuos de una poblacién (Aranguren et al., 2005).
Los microsatélites como marcadores moleculares de ADN que se han utilizado con
éxito en estudios de genotipificacion de individuos, estudios de genética de
poblaciones y andlisis de diversidad genética de cultivares (Guzman, 2007)
pueden ser una herramienta (til para el conocimiento del germoplasma de

arracacha.

Capitulo 1lI: Diversidad genética de siete cultivares de arracacha (Arracacia
xanthorrhiza).

La arracacha es una especie nativa andina considerada como susceptible o
vulnerable a procesos de erosion genética, debido a factores limitantes como:
poca disponibilidad de semillas, condiciones climaticas adversas, suelos infértiles,
riego deficiente, altos costos de produccion y manejo del cultivo (Caetano et al.,
2015). Ademas, las exigencias de produccion del mercado también afectan la
perdida de la biodiversidad de la arracacha, representada por las caracteristicas
agronomicas, el potencial de uso y aprovechamiento en procesos de produccion y
transformacion agroindustrial de los diferentes cultivares de esta especie
(Alvarado & Ochoa, 2010). Los agricultores de Boyaca han identificado siete
cultivares de arracacha de acuerdo con los caracteres fenotipicos que las plantas
exhiben, especialmente, color, forma y estructura de la raiz, y las han
denominado: Paliverde, Palirusia, Palinegra, Yema de Huevo, Blanca de Tarro,
Amarilla de Tarro y Yucatana (Alvarado & Gaona, 2010). Actualmente, en el
municipio de Boyaca (Boyaca) la produccién comercial de arracacha esta
enfatizada en los cultivares Yema de Huevo, Paliverde y Blanca de tarro, mientras

gue en el municipio de Turmequé (Boyacd) se cultiva, con preferencia, Palinegra.

Como consecuencia, los agricultores siembran los mismos cultivares durante

diferentes ciclos, aspecto que puede generar consecuencias desfavorables para la



diversidad genética de la especie por el establecimiento de monocultivos
genéticos o cultivos sin diversidad genética, por lo tanto, con nula o baja
posibilidades de que las plantas generen mecanismos de defensa a plagas,
enfermedades o condiciones adversas (Wormald, 1995) que afectan la produccion
y la permanencia de la especie. Colombia tiene un banco de germoplasma de
arracacha de origen nacional con cerca de 80 accesiones (Aguirre, 2017),
conservadas bajo condiciones de campo y clasificadas como variedades de
agricultor (Valencia, Lobo & Ligarreto, 2010), es decir, “son semillas adaptadas a
las condiciones de crecimiento locales a través de la adaptacién natural sin
seleccién intencional” (Berg, 2009). ElI potencial genético del banco de
germoplasma de arracacha puede representar la materia prima de un programa de
mejoramiento para producir material €lite de gran potencial agronémico del cultivo
en condiciones ambientales y de manejo 6ptimos (Garcia-Carrion, 2008). Este
estudio ayuda a romper la brecha existente entre las necesidades del cultivo de
arracacha y la escasa investigacion desarrollada sobre biologia, taxonomia,
caracterizacion molecular y diversidad genética de la especie (Kundsen et al.,

2004; Blas, 2009), principalmente en Colombia.

Como parte del fortalecimiento del proceso de investigacion participativa
desarrollado en las localidades de Boyaca y Turmequé con el proyecto:
“Conservacion, valoracion y uso de la agrobiodiversidad de la arracacha en la
provincia de Marquez, Boyaca”, se incluyd el andlisis genético mediante
marcadores moleculares de los siete cultivares identificadas por los productores.
Este estudio permiti6é determinar mediante marcadores microsatélites (SSR -
Simple Sequence Repeats) la diversidad genética en los siete cultivares de
arracacha producidos en dos localidades de Boyaca a fin de determinar y medir la

variacion existente entre y dentro de los individuos de las poblaciones de estudios.



OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la variabilidad genética de siete cultivares de arracacha (Arracacia
xanthorrhiza Bancroft) producidos en los municipios de Boyacd y Turmequé,

Boyac4, utilizando marcadores microsatélites

Objetivos Especificos

Determinar la heterocigosidad y la riqueza alélica de los microsatélites en los siete

cultivares de los municipios de Boyaca y Turmequé en 56 individuos de arracacha.

Identificar los alelos privados y raros en los 56 individuos analizados con
marcadores microsatélites provenientes de las dos localidades: Turmequé y

Boyaca.

Estimar la diversidad genética de siete cultivares de arracacha de los municipios

de Boyaca y Turmequé.

Realizar el primer estudio en Colombia con marcadores microsatélites en
arracacha que permita la complementacion de estudios agrondémicos que
propendan por el aprovechamiento de su diversidad para el mejoramiento y

diversificacibn de los sistemas de  produccibn en el pais.



1. Arracacia xanthorrhiza

1.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO DE ARRACACHA

La arracacha (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) es una especie perenne
perteneciente a la familia Apiaceae, cultivada por el alto valor nutricional y
alimenticio de sus raices tuberosas reservantes que contienen un almidon de facil
digestibilidad (Hermann, 1997; Jiménez, 2005; Martins et al., 2007; Sliva et al.,
2010, Adarve-Cobo & Mejia-Giraldo, 2012), y es uno de los cultivos mas antiguos
en la region andina, precediendo, inclusive, a la papa y al maiz (Bukasov, 1981;
Amaya & Julca, 2006). Arracacia, que se deriva de la palabra quechua "racacha”,
significa raiz, y "xanthorrhiza,"” que proviene del griego, significa raiz amarilla,
como uno de los tres colores de las raices que tiene este cultivo (Morillo, 2006). La
especie Arracacia xanthorrhiza es conocida comunmente como “"arracacha" en
Perd, Bolivia y Colombia, en Ecuador se le llama “zanahoria blanca”, en
Venezuela “apio criollo” (Reyes, 1974), y en Brasil es conocida como

“‘mandioquinha salsa” o "pastinaca” (Amaya & Julca, 2006; Morillo, 2006).

Las plantas de arracacha son de porte bajo y puede alcanzar hasta 1,5 m de
altura. Entre el tallo y las raices se presenta la corona o cepa, la cual da origen a
la parte aérea y a las raices tuberosas (Figura 1), principal producto de la planta
gue almacena la mayor parte del almidén y los nutrientes (Amaya & Julca, 2006).
El tallo, cormo o "colino" es un tronco corto, cilindrico, vertical y rizomatoso que se
utiliza como esqueje o0 material de propagacion vegetativa (Sliva et al., 2010). Una
planta de arracacha produce entre 10 a 30 colinos y presenta hojas con tres a
cuatro foliolos laterales opuestos y uno terminal, su coloracién varia de verde a

rojo, de acuerdo con la variedad (Gupta et al., 2003; Morillo, 2006).

1.1.1 Origen del cultivo de arracacha. Los Andes americanos se han

considerado un importante centro de origen y diversidad de diferentes especies



vegetales nativas (Piperno, 2011; Gepts, 2014), principalmente de raices y
tubérculos (Morillo, 2006, Morillo et al., 2016). La determinacion precisa del area
de origen de la arracacha no se ha establecido aun, aun cuando, se restringe a la
parte norte o septentrional de los andes de Sur América (Bukasov, 1981;
Herndndez & Leon, 1994; Knudsen et al., 2006; Benalcazar, 2011; Mufioz &
Alvarado, 2015). La dispersion de la arracacha se ha relacionado con la época
pre-inca (Amaya y Julca, 2006; Alvarado & Ochoa, 2010), inca (Montaldo, 1991) o
precolombina, y el desarrollo del cultivo fue reportado durante la conquista de
América en areas que pertenecen a Colombia, Ecuador, Peru y Bolivia (Morillo,
2006; Hermann, 1997).

Hojas ]

Peciolo o tallo

Como o coline

I~ Raices reservantes

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de una planta de arracacha. En la parte
aérea se observan: los colinos o cormos, el tallo o peciolo y las hojas. En el
centro, la corona o cepa, Yy en la parte inferior, las raices tuberosas o reservantes.

Aunque se ha reportado las tierras altas del sur de Colombia como centro de
origen (Bukasov, 1981; Hodge, 1949), también se ha indicado que el centro de
origen de la arracacha podria estar en aquellas zonas donde se ha dado la
presencia de especies silvestres afines (Rodriguez et al., 2000; Benalcazar, 2011).

Estas especies se han reportado, principalmente, en Perlu y Ecuador (Hermann,



1997; Knudsen, 2003, Gupta et al., 2003; Blas et al., 2008; Morillo, Knudsen &
Sécond, 2017), y es en Ecuador donde el género Arracacia presentan la mayor
variabilidad genética (Poma, 2014). Colombia, también esta incluida dentro del
grupo de paises considerados centro de diversidad primaria del género Arracacia
y el sur de Colombia se ha considerado un antiguo centro de dispersion de la
arracacha dado su intenso cultivo por los indigenas, a lo largo de la cordillera
central (Vasquez et al, 2004). Sin embargo, el centro de diversidad de un género
no es necesariamente su centro de origen (Contreras, Luna & Morrone, 2001).

1.1.2 Taxonomia de Arracacia xanthorrhiza. Dentro de la familia Apiaceae
(Umbelliferae) que presenta 455 géneros y entre 3.600 a 3.750 especies, se
encuentra la subfamilia Apioideae, la cual incluye 413 géneros con 3.131 a 3.260
especies, en la cual se ubica la tribu Selineae con el clado Arracacia que esta
conformado por 12 géneros y 111 especies heterogéneas morfolégicamente
(Downie et al., 2010; Danderson, 2011; Danderson et.at., 2018). Uno de los
géneros mas grandes del clado es el género Arracacia (Danderson, 2011),
endémico del Nuevo Mundo y descrito inicialmente por Bancroft en 1825 (Morillo,
2006; Amaya & Julca, 2006), el cual comprende de 30 (Mathias & Constance,
citado por Knudsen, 2006; Blas et al., 2008) a 45 especies (Sanchez, 2004;
Danderson, 2011). La distribucion de las especies se presenta desde Meéxico y
Centroamérica hasta Peru y Bolivia, entre los 600 y 3.600 msnm (Blas, 2009), con
la presencia de 10 (Blas et al., 2008) a 12 (Sanchez, 2004) de estas especies en

paises de los andes suramericanos.

En el género Arracacia se encuentra la especie Arracacia xanthorrhiza, Unica
umbellifera nativa domesticada y cultivada en Suramérica (Bukasov, 1981,
Hermann, 1997; Morillo et al., 2004; Blas et al., 2008; Danderson, 2018),
clasificada botanicamente dentro de las plantas con flores por Cronquist (1968).
De acuerdo con el National Center for Biotechnology Information (NCBI), el linaje

de Arracacia xanthorrhiza, referenciado en la base de datos taxonémica del grupo



con el codigo: NCBI: txid264540, esta descrito asi: Organismos celulares;
Eukaryota, Viridiplantae; Streptophyta; Streptophytina; Embryophyta;
Tracheophyta; Euphyllophyta; Spermatophyta; Magnoliophyta; Mesangiospermae;
eudicotyledons; Gunneridae; Pentapetalae; asterids; campanulids; Apiales;
Apiineae; Apiaceae; Apioideae; apioid superclado; Selineae; Arracacia clado;
Arracacia

1.1.3 Filogenética del clado Arracacia. El analisis de 53 secuencias del gen
matK de cloroplasto del género Apiaceae identificd que gran parte de la subfamilia
Apioideae es monofilética (Plunkett, 1996), dentro de la que se incluye al clado
Arracacia (Downie et al., 2001). Sin embargo, estudios a partir de ADN de
cloroplasto (cpDNA) y de secuencias de transcripcion interna (ITS) han confirmado
que los géneros Arracacia, Coaxana, Coulterophytum, Prionosciadium vy
Rhodosciadium del clado Arracacia son polifiléticos (Downie et al., 2001; Downie
et al., 2010, Danderson et al.,, 2018). El clado Arracacia presenta factores
filogenéticos como baja divergencia entre secuencias, arboles filogenéticos
polindbmicos, alta frecuencia de poliploidia, entre otros aspectos, los cuales indican
una rapida radiacion de las especies (Longo et al., 2017; Danderson et al., 2018),
es decir, que hay una formacién rapida de nuevas especies a partir de un dnico
ancestro y estas se caracterizan por tener pocas diferencias entre ellas (Grumer et
al., 2018).

El analisis filogenético (bayesiano y de maxima parsimonia) del Clado Arracacia
(92 especies de 12 géneros) permitio la identificacion de nueve clados principales
y un grado (Tabla 1), siendo el Clado 2 denominado el Grupo Arracacia
xanthorrhiza, donde se encontraron relaciones hermanas entre las especies,
mientras que las relaciones en los otros clados no se resolvieron (Danderson,
2011). Este estudio, también permitié la confirmacion del parentesco cercano de
las especies A. ecuatorialis (Ecuador) con A. andina (Bolivia) y A. xanthorrhiza
(Constance, 1949; Hodge, 1949).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=78536&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1437183&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=91827&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1437201&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

Tabla 1. Analisis filogenético del Clado Arracacia (Danderson, 2011)

Clado Especies por Clado
Clado 1: Grupo de Arracacia hemsleyana, Arracacia longipedunculata,
"verdadero” Arracacia quadrifida y Arracacia tolucensis.

Rhodosciadium

Clado 2: Grupo Arracacia
xanthorrhiza

Clado 3: Grupo
verdadero
Prionosciadium

Clado 4: Donnellsmithia

Clado 5: Grupo
Coulterophytum

Clado 6: Grupo Coaxana

Clado 7: Grupo
Myrrhidendron

Clado 8: Grupo Arracacia
atropurpurea

Clado 9: Grupo
Mathiasella

Clado Relaciones
diversas del clado
Arracacia

Grado: Grupo
Niphogeton/Cotopaxia

11 especies de Rhodosciadium y 12 especies del Prionosciadium.
(BS < 50%, PP = 0.99)

Especies domesticada y tipo del género, Arracacia xanthorrhiza,
poblaciones silvestres policarpicas, Arracacia xanthorrhiza,
poblaciones silvestres monocarpicas, Arracacia andina Yy
Arracacia ecuatorialis.

(BS = 52%, PP 1.0)

Prionosciadium madrense y Prionosciadium acuminatum.
(BS = 61%, PP = 0.97).

14 especies del género Donnellsmithia
(BS < 50%, PP = 1.0). Grupo monofilético

Arracacia brandegei y Arracacia ternata.
Enantiophylla heydeana y 4 especies de Coulterophytum.
(BS = 54%, PP = 1.0).

Arracacia ebracteata, Coaxana purpurea, Coaxana bambusioides
Arracacia moschata, Arracacia hintonii y Arracacia schneideri.
(BS = 50%)

Arracacia bracteata, Arracacia rigida, Arracacia elata, Arracacia
molseedii, Arracacia nelsonii, Arracacia pringlei y Arracacia
ravenii. Myrrhidendron donnell-smithii, Myrrhidendron
galucescens, Myrrhidendron maxonii y Myrrhidendron pennellii
Clado (PP =0.98)

Arracacia atropurpurea, Arracacia aegopodioides, Arracacia
edulis, Arracacia macvaughii y Arracacia vaginata

(BS <50%)

Mathiasella bupleuroides y Arracacia anomala.
Prionosciadium humile y Prionosciadium simplex
(BS <50%)

Arracacia filipes, Dahliaphyllum almedae, Arracacia compacta,
Arracacia fruticosa, Neonelsonia acuminata, Prionosciadium.
Cuneatum, Prionosciadium serratum, Prionosciadium thapsoides,
Prionosciadium watsonii, "Prionosciadium. gomez-pompai" (ined.),
Rhodosciadium diffusum y Rhodosciadium nelsonii

Los géneros Cotopaxia, Niphogeton y Perissocoeleum.
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1.1.4 Nivel de ploidia de arracacha. De acuerdo con estudios de cariotipo del
patrén cromosomico, la arracacha cultivada tiene 44 cromosomas, el mismo
namero que poseen especies silvestres y no silvestres del género Arracacia
(Constance et al.,, 1976; Blas, 2005; Morillo, 2006). La arracacha ha sido
considerada una especie diploide con conformacién de 2n = 2x = 44, para un
namero base de n=22 (Constance et al., 1976), también se ha sugerido que es
una especie tetraploide (Hermann, 1997) con un nimero base de n =11 y una
conformacién de 2n = 4x = 44 cromosomas (Blas et al., 1997; Salazar, 1997;
Morillo et al., 2004; Santayana, 2012).

La poliploidia como caracteristica del genoma vegetal (Tate, 2005) se ha
determinado, también en la familia Apiacea (Danderson et al, 2018), al menos en
un 10% de las especies que la integran (Wood et al, 2009). El nivel de ploidia de
una especie puede establecerse mediante analisis molecular al identificar el
namero de alelos, sin embargo, en especies poliploides, no es facil determinar la
dosis alélica (Kalinowski, 2004) debido a la presencia de genotipos heterocigotos
parciales no identificables, a la dificultad para establecer la frecuencia de alelos
nulos y a la observacion de artefactos (bandas tartamudas) que se generan
durante el proceso de amplificacion (Dufresne et al, 2014), ya que, la poliploidia es
una de las causas de la observacién de multiples alelos (Dalton et al., 2017). Con
el analisis de marcadores moleculares tipo microsatélite, el patrén alélico de los
SSR permite determinar la ploidia en cada variedad (Ponce, 2013; Morillo, 2017),
especialmente en genotipos con uno y cuatro alelos, sin embargo, en los
genotipos con dos o tres alelos existe el riesgo de asignar una ploidia equivocada
(Kozub, 2017).

La hipétesis de diploidia en A. xanthorrhiza fue asumida en el estudio de la
diversidad genética con 14 marcadores SSR de 72 accesiones cultivadas en
Ecuador y Perq, las cuales revelaron la amplificacion de 1 6 2 alelos con 11 loci.

Morillo (2006), aunque no confirmd el nivel de ploidia de A. xanthorrhiza, consideré
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gue es “una especie diploide derivada de un género que comprende solo especies
diploides conocidas”, compatible con un antiguo tetraploide diploidizado, ya que,
en la tetraploidia, las secuencias flanqueantes duplicadas o las quimeras
somaticas pueden explicar perfiles de SSR con la amplificacion de 3 y 4 bandas.
Recientemente, el estudio genético con marcadores de microsatélites sobre las
relaciones genéticas entre la arracacha cultivada (Arracacia xanthorrhiza Bancr.) y
sus parientes silvestres cercanos, también, se realizé bajo el supuesto de diploidia
de A. xanthorrhiza, debido al perfil diploide clasico que presentaron los
marcadores SSR (Morillo, 2017), y a que es posible esperar hasta cuatro alelos en
la amplificacion de microsatélites de una especie autotetraploide’, como la
arracacha (Ishiki et al.,, 2001). En comunicacion escrita reciente con el Dr.
Eduardo Morillo, respecto al nivel de ploidia de Arracacia xanthorrhiza, él
manifestd que: “Efectivamente se trata de una especie tetraploide, pero
posiblemente diploidizada, por lo que mi recomendacion seria analizar los datos

como si fuese un verdadero diploide”.

Para este estudio, el perfil alélico de cada locus microsatélite determind la
tetraploidia (4x) de todas los cultivares de arracacha, donde 45 individuos de
arracacha mostraron perfil tetraploide (4x) (Anexo A), mientras que 11 individuos
(cultivares Blanca de Tarro, Palirusia y Amarilla de Tarro) mostraron perfiles
triploides (3x). Experimentalmente, se confirmé el nimero de cromosomas y el
nivel de ploidia mediante las técnicas de observacion de cromosomas metafasicos

en raices y el conteo del nimero de cloroplastos en células guarda, (Figura 2)

1.1.5 Materiales genéticos de arracacha. Se utilizan diferentes conceptos para
referirse o identificar el germoplasma de arracacha, con frecuencias los autores
los denominan cultivar (Seminario, 2006; Morillo, 2006; Amaya & Julca, 2006),

forma horticola (Morillo, 2006; Hermann, 1997; Higuita, 1977), accesion (Vasquez

! Son especies autopoliploides o con mdltiples dotaciones de cromosomas que se originaron a partir de una
especie (Hernandez, 2001), generadas por la duplicacion espontanea o inducida de un complemento 2n a 4n.
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et al.,, 2004), clon (Amaya & Julca, 2006), o genotipo (Elsayed et al., 2010),
variedad (Lozano et al., 1998; Soto, 2004, Palacios, Morales & Arias, 2011;
Mufioz, Almanza-Merchan & Alvarado, 2015), entre otros. Sobre el uso de un
concepto u otro, Arévalo et al. (2006), precisa en el estudio de la agroterminologia
en cafia de azucar, que es necesario hacer un adecuado uso de las diferentes

definiciones.

Figura 2. Experimentos de ploidia en Arracacia xanthorrhiza Bancroft.
Izquierda: cromosomas metafasicos en raices. Derecha: Conteo de cloroplastos
en células guarda.

Asi, genotipo “es un grupo de individuos de igual constitucién genética” y clon es
“un conjunto de individuos genéticamente uniformes, que tuvieron su origen de un
anico individuo, por medio de propagacion vegetativa”. El término cultivar,
neologismo de cultivated variety, se utiliza para aquellas plantas cultivadas que el
hombre selecciona por medio de técnicas agricolas y que poseen caracteres
permanentes, morfoldgicos, fisioldgicos, citolégicos, quimicos. El termino variedad
hace referencias a aquel grupo de plantas que la naturaleza selecciona por
adaptacién de la especie ante cambios accidentales y naturales en el habitat
(Arévalo et al., 2006; Barnes & Beard, 1992). Aunque para algunos autores aun no
se tiene claridad respecto al uso del concepto de variedad en el cultivo de
arracacha (Alvarado & Ochoa, 2010),

En arracacha, el concepto forma horticola es una caracterizacién altamente
discriminatoria y de facil registro, basada en el color externo e interno de la raiz, y

gue permite la clasificacion de la arracacha en tres grandes grupos: blanca,
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amarilla y morada (Higuita, 1977; Valderrama & Seminario, 2004; Palacios et al.,
2011, Rivera, 2015), no obstante, tanto la evaluacion fenotipica como la
genotipica, en conjunto, son importantes para la adecuada identificacion de la
diversidad de una especie (Berdugo-Cely et al., 2017) y la caracterizacion de la
forma horticola no lo permite. Asi mismo, el término material genético, que hace
referencia a “un grupo de plantas que a simple vista se pueden agrupar por los
rasgos de color, forma de sus estructuras y caracteristicas agronémicas” (Alvarado
& Ochoa, 2010), tampoco aborda las caracteristicas genéticas del cultivo de

arracacha.

En esta investigacién, y en las derivadas de la misma, se utilizd el término Cultivar
para identificar los 7 materiales vegetales de estudio, los cuales los productores
del municipio de Boyacd y Turmequé denominaron: Paliverde, Palirusia o
Palimorada, Palinegra, Yema de Huevo o Cartagenera, Blanca de Tarro, Amarilla

de Tarro y Yucatana (Figura 3).

L

0000080

Figura 3. Caracteristicas de los diferentes cultivares de arracacha producidos en
Boyaca y Turmequé, Boyaca (Alvarado & Ochoa, 2010). a. Paliverde, b. Palirusia,
c. Palinegra, d. Yema de Huevo, e. Blanca de Tarro, f. Amarilla de Tarro y g.
Yucatana.
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Esta designacion fue basada en las caracteristicas fenotipicas, como el color de
las hojas, los tallos y las raices, asi como en la forma y estructura de la raiz,
diferenciando por estas Ultimas los cultivares en cultivares de tarro (con mayor
tamafo de la cepa y menor nimero de raices reservantes) o de apio (con escaso
o nulo desarrollo de la cepa y mayor nimero de raices reservantes) (Tabla 2). Los
materiales Blanca de Tarro, Amarilla de Tarro y Palinegra son cultivados en
Boyaca desde 1950, mientras que los materiales Palirusia y Paliverde fueron
introducidos desde Cajamarca (Tolima), al igual que Yema de Huevo, introducida
como cultivo en Boyaca en el 2000, aproximadamente (Alvarado & Ochoa, 2010).

Tabla 2. Caracteristicas del color en los principales érganos de los cultivares de
estudio.

Nombre comin Color dela Color del tallo  Color predominante Raiz con anillo
hoja en laraiz morado

De Tarro

Amarilla de Tarro Verde Verde Amarillo No
Blanca de Tarro Verde Verde Blanco *
Yucatana Morado oscuro Morado suave Blanco Si
De Apio

Paliverde Verde Verde Amarillo Si
Palirusia Verde Morado suave Amarillo No
Palinegra Verde-Morado Morado Amarillo No
Yema de Huevo Verde Verde Amarillo No

Fuente: Alvarado & Ochoa, 2010.

1.1.6 Importancia econémica de la arracacha. Actualmente, el pais con mayor
area de cultivo de arracacha es Brasil, seguido por Colombia, Ecuador y Peru. En
el 2002, Colombia era el primer productor mundial de arracacha, con una
producciéon anual de mas de 100.000 toneladas (Ministerio de Agricultura, 2002).
Entre 2002 y 2009 se presentd una disminucién en la produccion de arracacha en
el pais, obteniéndose sélo 49.591 toneladas (t). En 2017 se cultivaron un total de
8.870 hectareas (ha) de arracacha en Colombia, siendo Tolima el principal

productor con 43.273 t, seguido por Boyaca con 14.010 t, Norte de Santander con
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10.727 t y Santander con un 7.492 t. Antioquia presenta el mejor rendimiento de

produccién con 15 t/ha (Agronet, 2017).

En el Departamento de Boyaca, el municipio de Tibana fue en 2017 el primer
productor de arracacha con 4.838 t, seguido por el municipio de Viracacha con
2.831 t, Ramiriqui 1.498 y Boyaca con 1.040 t. Turmequé produjo s6lo 109 t. La
produccion anual promedio de arracacha alcanzé las 2.500 t (Agronet, 2017), las
cuales se comercializan en los mercados locales de Tunja, Boyaca, Turmequé y
Bogota (Rojas & Barreto, 2016). En los municipios de Boyaca y Turmequé, la
principal fuente de ingresos esta basada en el sector agricola, produciendo
principalmente arracacha, papa, haba, maiz, arveja y frutales, donde la tecnologia
aplicada al desarrollo del cultivo es baja, caracteristica que genera un incremento
en el ciclo del cultivo de la arracacha (12 y 18 meses) y en el costo de la
produccion (Alvarado, 2010; Rojas & Barreto, 2016).

1.2 ANTECEDENTES GENETICOS

1.2.1 Mejoramiento genético en arracacha. En Colombia no existen programas
0 estudios de mejoramiento de la arracacha (Vasquez et al., 2004). En cambio,
Brasil en 1987 cred el primer y Unico programa de mejoramiento de arracacha con
el desarrollo de un material adaptado a diferentes ambientes. Este programa de
mejoramiento genético de arracacha ha obtenido clones derivados por
autofecundacion del material mejorado, que presentan diversas caracteristicas de
interés, tales como vigor de la planta, raices de pigmentacion amarilla y forma

cilindrica, al ser propagados por semilla.

1.2.2 Estudios de variabilidad genética en arracacha. Mathias & Constance
(1944, 1968 y 1973) realizaron las primeras investigaciones de identificacion,
designacion y descripcion sobre la diversidad genética del género Arracacia en
Centro y Norte América (Elsayed et al., 2010). En 1993, Mazon us0 patrones

isoenziméaticos en la coleccibn de 72 entradas de arracacha del Ecuador,
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estableciendo una baja variabilidad genotipica entre las accesiones y explicando la

variabilidad fenotipica del cultivo como resultado de mutaciones sométicas.

En 1997, en el IX Congreso Internacional de Cultivos Andinos se presento la
investigacion denominada: “Caracterizacion molecular de 29 morfotipos de
arracacha (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) de la coleccion ecuatoriana”, realizada
con marcadores RAPD’s (Castillo, 1997), estableciendo una baja variabilidad
genotipica en las accesiones de arracacha del Ecuador. Valderrama y Seminario
(2004) analizaron la variabilidad morfologica y la distribucion geografica de 186
entradas de arracacha cultivada en 4 departamentos de Perd con 17 descriptores
cualitativos. Mediante el analisis de agrupamiento de germoplasma determinaron
76 morfotipos y cuatro formas horticolas, entre los cuales el 59% fueron

duplicados.

En Colombia, Vasquez et al. (2004) estudiaron la variabilidad de 62 accesiones de
la coleccion colombiana de arracacha de los departamentos del Tolima, Huila,
Boyaca y Cauca mediante caracterizacion morfologica a través de 28 descriptores
cualitativos y 13 cuantitativos discriminativos, y determinaron que hay una amplia
variabilidad cualitativa con polimorfismo en la totalidad de las caracteristicas, asi
como, una amplia variabilidad cuantitativa, con nucleos de agrupamiento
relacionados con las zonas geogréaficas de los sitios de colecta. La amplia
variabilidad de las accesiones les da valor como material genético base para

programas de mejoramiento de la especie A. xanthorrhiza.

Morillo et al. (2004) us6 ADN de cultivares de arracacha de raiz blanca de Ecuador
y Peru para desarrollar la primera biblioteca enriquecida de 18 microsatélites para
arracacha (A. xanthorrhiza B), de los cuales 14 fueron polimérficos para detectar
diversidad genética entre especies cultivadas y silvestres relacionadas. La
investigacion determind que, aunque la diversidad alélica en especies cultivadas

es baja, hay una buena transferibilidad de los microsatélites a formas silvestres
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estrechamente relacionadas. Morillo (2006), también observé que la forma
cultivada tiene una diversidad alélica menor mientras que es mayor en las formas
silvestres. Ademds, estudié la diversidad genética de 72 accesiones de A.
xanthorrhiza con marcadores SSR y usO siete pares de AFLP y ADN del
cloroplasto secuenciado (CpADN) para caracterizar 27 accesiones de A.
acuminata, A. incisa, A. elata, A. moschata y A. xanthorrhiza, encontrando que las
especies no tuberosas, A. acuminata, A. elata y A. moschata, son las formas
silvestres menos relacionadas con arracacha (A. xanthorrhiza), mientras que A.
incisa, forma tuberosa silvestre, es la especie mas alejada de A. xanthorrhiza y no

puede ser considerada un ancestro directo de arracacha cultivada.

Blas et al. (2005 y 2008) estudiaron la diversidad genética mediante 5
oligonucledtidos AFLP y 100 descriptores morfologicos en 4 especies del género
Arracacia de Perd. Esta investigacion permitidé considerar 28 caracteres
morfologicos como discriminatorios y utiles en la identificacion de las especies
andinas de arracacha y estimaron la diversidad intraespecifica (25,8%) e
interespecifica (24,6%). La variacion (49.5%) encontrada fue atribuida a las
diferencias entre las especies. Los marcadores morfologicos y moleculares usados
les permitieron la identificacion botanica de las especies A. xanthorrhiza, A. alata y
A. incisa. En cambio, consideraron que la especie A. equatorialis podria ser

reagrupada con A. xanthorrhiza como una misma especie.

Biondi et al. (2009) investigo la diversidad genética a través de 5 oligonucledétidos
AFLP en 334 accesiones de arracacha procedentes de cinco bancos de
germoplasma del Peru. Fue posible obtener 148 marcadores AFLP polimorficos
con alta resolucion. Los resultados mostraron que las accesiones de arracacha del
Perd son muy variadas, siendo las cinco colecciones significativamente diferentes
entre ellas y sin duplicados. También establecieron, de acuerdo con los patrones
de distribucién geogréfica, que la diversidad de arracacha es mayor en el norte del

Peru, donde la mayoria de las accesiones son del Instituto Nacional de Innovacién
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Agraria y de la Universidad Nacional de Cajamarca, siendo la coleccion del Centro
Internacional de la Papa la mas representativa del centro de Perl al presentar un
alto indice de diversidad teniendo un bajo nimero de accesiones.

La reciente secuenciacion del genoma circular del cloroplasto de A. xanthorrhiza,
determin6 el tamafio del genoma, el contenido de G+C, las regiones que lo
componen y los genes que codifican proteinas y ARNr y ARNt. También encontro
gue, estructuralmente, los genomas de cloroplasto de las especies apiaceas
Daucus carota y A. xanthorrhiza, son similares (Alvarado et al., 2017).

1.3 LOS MICROSATELITES COMO MARCADORES MOLECULARES

Los microsatélites son secuencias con motivos de 1 a 6 nucleétidos repetidos en
tandem, normalmente incrustado dentro de fragmentos de ADN (Litt & Luty, 1989),
presentes en todos los eucariotas y, en menor medida, en procariotas (Tautz &
Renz, 1984; Vashakidze & Prangishvili, 1987), con una mayor frecuencia en
secuencias no codificantes del ADN gendmico (Morgante et al., 2002). Los
microsatélites también son llamados motivos de secuencias simples - SSMs
(Smeets et al., 1989), secuencias simples repetidas - SSRs, repeticiones cortas en
tandem - STRs (Edwards et al., 1991), polimorfismos de longitud de secuencias
simples - SSLPs (Dietrich et al., 1992), entre otros. Las repeticiones en tandem de
mononucleotidos, dinucledtidos, trinucledtidos y tetranucledtidos son los
principales tipos de microsatélites, sin embargo, repeticiones de cinco (penta) o
seis (hexa) nucledtidos, también, se clasifican como microsatélites (Ellegren,
2004).

De acuerdo con la estructura de los motivos, los microsatélites se clasifican en:
puro ((CA)12), puro interrumpido ((CA)8 - (CT) - (CA)3), compuesto ((CA)9 - (GAA)S),
compuesto interrumpido ((CA)9 - (CAA) - (GAA)4) y complejo ((CA)4 - (T)7 - CAAT -
(CTT)3) (Buschiazzo & Gemmel, 2006). ElI motivo dinucledtido A-T el mas

abundante en la mayoria de las plantas (Vargas et al., 2008).
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Con el desarrollo de la PCR (Mullis et al., 1986) se inicia el uso de los
microsatélites como marcadores polimoérficos y aunque los microsatélites fueron
desarrollados en humanos (Tautz, 1989; Litt & Luty, 1989), el potencial como
marcadores Utiles en estudios con plantas fue rapidamente reconocido, y aplicado
en especies como arroz, cebada, trigo y forestales como eucalipto y roble,
(Rossetto et al.,, 1999). Los marcadores moleculares permiten estudiar
polimorfismos en el ADN, origen de toda la variaciébn genética, y constituyen una
aproximacion mas fiable para determinar las diferencias entre variedades o
especies (Vélez, 2007; Alcantara, 2007; Arif & Khan 2009 Kuma et al., 2009; Tian
et al., 2015).

Los microsatélites se caracterizan por estar abundante y uniformemente dispersos
en el genoma, por presentar herencia codominante y multialelismo con una
heterocigosidad esperada, frecuentemente, por encima de 0.7 (Brondani et al.,
1998), son altamente transferibles entre poblaciones, se pueden automatizar
facilmente y ser eficaces al ser analizados por un ensayo rapido y sencillo de
PCR, requieren una cantidad minima de ADN y pueden ser intercambiados entre
los laboratorios y (Brondani et al., 1998; Goncalvez & Rubiano, 2011). Los
microsatélites son hipervariables (Gomez, 2012), altamente polimorficos y
permiten la discriminacion de individuos intimamente relacionados (Brondani et al.,
1998). presentan un mayor polimorfismo que los RAPD y RFLP (Provan et al.,
1996; Blair et al., 2007), con un poder de discriminacién siete veces mayor que los
RAPD (Kraic et al., 1998).

El desarrollo de marcadores SSR es muy laborioso debido a que deben
identificarse y secuenciarse regiones gendémicas concretas, aunque una vez
conseguido presenta un sistema muy informativo (Azofeifa-Delgado, 2006). La
desventaja de los microsatélites se relaciona con la especificidad requerida que
estd asociada a la temperatura de acoplamiento, las combinaciones de las

reacciones, la concentracion del cebador y del magnesio (Martinez et al., 2015).
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Como uno de los marcadores genéticos mas versétiles, los microsatélites se
utilizan en un namero impresionante de aplicaciones biologicas (Buschiazzo &
Gemmel, 2006), tales como: identificacion individual y pruebas de paternidades,
mapas genéticos y gendmica comparativa, asignacion de individuos a raza,
estudios de genética poblacional, analisis de variabilidad genética, analisis de la
estructura poblacional y andlisis de diferenciacion genética (Aranguren et al,
2006). Asi mismo, se reconoce su potencial como una técnica disponible para
estudiar la diversidad genética vegetal que incluye estudios de caracterizacion
individual hasta mapeo genémico (Mufioz et al., 2008).

1.4 POTENCIAL DEL ESTUDIO DE VARIABILIDAD GENETICA

Este estudio, el primero en Colombia, a nivel molecular sobre la determinacion de
la diversidad genética de cultivares de arracacha, permitiria la posibilidad de
identificar y establecer el potencial de variabilidad de la especie al caracterizar la
diversidad genética, evaluar la erosion genética y establecer estrategias de
gestion y conservacion del recurso genético (Morillo et al, 2017), especialmente, al
desarrollar o mantener materiales de alta calidad vegetativa, de interés

agroeconémico y comercial, que posicione la arracacha como cultivo en la region.

Con este estudio se puede contribuir al desarrollo de un programa de
mejoramiento integral de la especie, con la implementacion de estrategias que
incentiven el aprovechamiento de la arracacha, asi como la posibilidad de conocer
las caracteristicas genéticas para la generacion de nuevos cultivares con
caracteristicas de interés que pueden incidir en el aumento del consumo, aun
cuando, modificar las preferencias actuales de consumo en la canasta familiar es
un reto que es necesario asumir, no solo para el cultivo de arracacha, sino para
todas las especies menores de raices y tubérculos andinos. Destacar los
importantes atributos gastronémicos, nutricionales y medicinales que posee la

arracacha (Zarate et al., 2008) como alimento nutracéutico, ayudaria con este fin.
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2. SELECCION DE MARCADORES MICROSATELITES (SSR’S) PARA EL
ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA EN SIETE CULTIVARES DE
ARRACACHA (Arracacia xanthorrhiza)?

Madeleyne Parra Fuentes, Paula Quintero Munévar, Javier Hernandez Fernandez
RESUMEN

La arracacha (Arracacia xanthorrhiza Bancroft) es una Apiaceae con raices
tuberosas reservantes ricas en un fino y nutritivo almidon. Los microsatélites o
SSR’s, secuencias simples de ADN con motivos de 1 a 6 nucledtidos repetidos en
tandem, poseen caracteristicas Utiles para estudiar la diversidad genética de una
poblacién. En el municipio de Boyaca, Boyaca, los agricultores identificaron
mediante diferencias fenotipicas siete cultivares de arracacha. Esta investigacion
busca identificar los loci polimorficos y reproducibles para siete cultivares nativos
de arracacha entre un conjunto de 14 loci SSR’s disefiados a partir de un cultivar
ecuatoriano. Se amplifico y evalud el ADN de de los cultivares de arracacha con
diferentes concentraciones de MgCl2 y temperaturas de anillamiento para cada
locus microsatélite. Los productos amplificados se separaron en geles de
poliacrilamida al 6, 10 y 12%. La estandarizacion para cada locus logré reducir las
bandas inespecificas en un 80% y evidenciaron una resolucién Optima de las
bandas en poliacrilamida al 12%. Se detecté que 5 loci no son aptos para el
analisis de la variabilidad de arracacha debido a que loci son monomorficos,
mientras que 1 locus polimorfico presenta exceso de bandas inespecificas. Se
identificaron fragmentos polimérficos reproducibles en 9 loci microsatélites y se
confirmd su uso para el analisis de la variabilidad genética de los cultivares nativos
de arracacha: paliverde, Palirusia, palinegra, yema de huevo, blanca de tarro,
yucatana y amarilla de tarro.

Palabras claves: estandarizacién, microsatélites, cultivares, PCR, arracacha,

polimorficos

2.1 INTRODUCCION
La arracacha (Arracacia xanthorrhiza) pertenece a la familia Apiaceae y es
cultivada por sus raices tuberosas reservantes ricas en un fino y nutritivo almidon.

Es considerada un cultivo promisorio en Colombia (ldarraga, Tocora, Camacho &

2 Articulo publicado: Parra, M., Quintero, P. & Hernandez-Fernandez J. (2015). Seleccién de marcadores microsatélites
(SSR'’s) para el analisis de variabilidad genética en siete cultivares de arracacha (Arracacia xanthorrhiza). Revista Mutis
5(2); pags. 39-45. Recibido: Agosto 28, 2015. Aceptado: Octubre 25, 2015. Publicado en linea: Diciembre 31, 2015.
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Silva, 2011) que se caracteriza por un sabor agradable, alto contenido de calcio,
vitamina A y niveles adecuados de niacina, hierro, acido ascorbico y fosforo
(Amaya & Julca, 2006), siendo indicada para dietas alimenticia infantiles (ICBF,
1998). Entre las nueve especies menores de raices y tubérculos andinos, la
arracacha tiene la mas amplia gama de usos gastrondmicos para dar textura y
sabor a los platos (Hermann & Heller, 1997). EIl cultivo de arracacha es el
segundo en el reglén de importancia en el municipio de Boyaca (Boyaca). Los
agricultores locales identificaron siete cultivares de arracacha mediante diferencias
fenotipicas como: color de las hojas, de los tallos y de las raices. Los cultivares
son identificados como: Paliverde, palirusia o Palimorada, Palinegra, Yema de
Huevo o Cartagenera, Blanca de Tarro, Amarilla de Tarro y Yucatana (Alvarado &
Ochoa, 2010a).

La caracterizacion a través marcadores moleculares es una herramienta valiosa
gue tiene varias ventajas, como su independencia del medio ambiente y el alto
nivel de polimorfismo que se puede encontrar distribuido por el genoma (Fonseca-
Trujillo et al., 2009). Los microsatélites o0 SSR’s, secuencias simples de ADN con
motivos de 1 a 6 nucledtidos repetidos en tAandem, se usan como marcadores y
poseen caracteristicas Utiles para estudiar la diversidad genética de una
poblacién. Este estudio pretendio identificar los loci microsatélites polimorficos y
reproducibles para siete cultivares nativos de arracacha entre un conjunto de 14

loci SSR’s disefados a partir de cultivares ecuatorianos (Morillo et al., 2004).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal. Los cultivares utilizados en este analisis fueron: paliverde
(PV), Palirusia o palimorada (PR), palinegra (PN), yema de huevo o cartagenera
(YH), blanca de tarro (BT), amarilla de tarro (AT) y yucatana (YT). Se colectaron
hojas jovenes en buen estado y en buenas condiciones fitosanitarias de los
cultivares de arracacha ubicados en Boyaca, Boyaca. Las hojas se almacenaron

en tubos falcon con agua estéril destilada y se transportaron en nevera de icopor
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refrigerada a 4 °C hasta su traslado al laboratorio de Biologia Molecular de la

Universidad Jorge Tadeo Lozano en Bogota.

2.2.2 Extraccion de ADN. El ADN se extrajo de 1 gr de tejido foliar joven
empleando el kit UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation (MoBio Laboratories)
siguiendo el protocolo de la casa comercial. La elucion final del ADN se realiz6 en
75 pl de buffer libre de EDTA. La calidad y pureza de ADN se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v con solucion TBE 0.5X, con tincion de
bromuro de etidio (2 mg/ul) en una camara horizontal Gel XL UltraV-2 (LabNet
International, Inc. New Jersey, EE. UU.) a 100 voltios durante 15 minutos. Las
bandas fueron observadas bajo Iluz ultravioleta y se registr0 con el
fotodocumentador UVP GelDoc-ItTM System (UVP, Upland, EE. UU). La imagen
digital se analiz6 con el programa VisionWorks®LS Image Acquisition and Analisys
Software (Imaging System, EE. UU.). La concentracion del ADN se cuantificé en
Nanodrop 1000 Spectrophotometer mediante el programa ND-1000 V3.7.1
(ThermoScientific, EE. UU.).

2.3 Analisis de marcadores microsatélites. Se seleccionaron 14 loci
microsatélites desarrollados por Morillo et al. (2004) para arracacha (Tabla 1). La
amplificacion via PCR se realiz6 en un termociclador de bloque TC9600-G
MultiGene Gradient Thermal Cycler (Edison, NJ, EE. UU.), a un volumen final de
15 uL. La mezcla de reaccion incluyé 1X Tampon de PCR, 0.2 mM de dNTP’s, 2.5
mM de MgCl,, 0.3 uM de cada uno de los cebadores, 1U de Taq ADN polimerasa
y 20 ng de ADN. Los ensayos se iniciaron con la evaluacion de la temperatura de
anillamiento reportada por los autores para cada uno de los pares de cebadores.
Posteriormente, se evalud el aumento en la temperatura de anillamiento desde 1 a
3 °C y se evaluod la concentracion de MgCl, entre 1.4 a 2.5 mM con cada uno de
los cebadores hasta determinar las condiciones Optimas para la amplificacion
(Anexo B).
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El programa de la PCR incluyé una denaturacion inicial de 1 min a 94 °C, seguida
de 30 ciclos de 60 s a 94 °C, 60 s a la temperatura de anillamiento de cada
cebador (Tabla 1) y 60 s de extension a 72 °C, finalizando con una extensién final
de 72 °C por 7 min. Los productos de la PCR se mezclaron con 5 ul de buffer de
carga (30 % glicerol y 0,05 % azul de bromofenol p/v) y luego se verificaron 10 pl
del producto en electroforesis de agarosa al 2.5% tefiida con bromuro de etidio (2
mg/ul) en TBE 0.5X.

Tabla 1. Oligonucleétidos evaluados en este estudio para revelar la variabilidad
genética en arracacha (Morillo et al., 2004).

Locus Accesion Secuencia Motivo Temp_eratura
GenBank (5-3") Anillamiento (°C)
et v || RSDSSAICISTESTOT o, s
moss avssosss [ TISSOACTOOMETTIOT (enaens o8
mcze averssis F . GCCCCAATAGCCACAAG  (ory sy g
mows avssooss L, MICCTCSTTACOTIIONE (o, s
mowo avssoorr | JOSASACCCTINICCUMIACT  (Go,
nca7 Avssoseo F CTCGCAGATCATCTCATAAGT s 8
o mrsz [ SCRTICOCRECTIRSTETE  (n,
AxD55 AY675514 E Aégmgfééégig&% (GT)s 54
moss avssomis [ MOCICSONITIICICN o, s
AxC38 Avs30812 | MAASCCIATAAACATCAMMA (GT)s 48
AXDS5 AY530818 | Ioveavsaliciegasl (GA)s 48
wots vorssis [ MCTTIGMONSSTCTATIACTT oy s
oo avsots [ OMMTONICIOCMCTOCAT  (cn,  ap

2.4 Separacion electroforética en poliacrilamida. Los productos verificados se
separaron por electroforesis de poliacrilamida en un gel de 7.5 cm x 8.5 cm en una
camara Powerpac HV Power Supply (Biorad Laboratories, Inc., EE. UU.) por hora

y media entre 150 y 200 voltios. Se evaluaron geles al 8, 10 y 12 % de
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poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 38:2). Los geles se tifleron con nitrato de
plata para revelar las bandas. El tamafio de las bandas se estim6 con el marcador
de peso molecular Hyperladder V (Bioline Inc., California, EE. UU.).

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Calidad y concentracién del ADN. El andlisis cualitativo del ADN extraido
permitié obtener una banda definida de alta calidad, con algunas trazas de ARN o
DNA degradado (Figura 1), con concentraciones entre 136 a 565 ng/ ml y una
relacion A260/A280 calculada entre 1.78 a 1.93 estableciéndose que todas las
extracciones presentaban una calidad optima (Teare et al., 1997). Se usé en la

mezcla de reaccidén una concentracion de ADN de 20 ng/uL, concentracion

descrita por Morillo et al. (2004).
1 2 3 45 67 8 910 11 1213

ADN genomico

ARN, ADN
degradado

Figura 1. Electroforesis de ADN gendmico de arracacha. Carriles 1 — 5: Paliverde,
Carriles 6 — 7: Yema de Huevo, Carriles 8 — 9: Palinegra y Carriles 10 — 13:
Individuos de Blanca de Tarro. Electroforesis en agarosa al 1%, tefiida con
bromuro de etidio.

2.3.2 Amplificacion de loci segun Morillo et al. (2004). El ADN de los siete
cultivares fue amplificado con los 14 loci segun los parametros publicados por
Morillo et al. (2004). Los productos revelados en agarosa al 2.5 %, presentan
bandas especificas o0 alelos esperados para cada oligonucleétido, asi como
bandas inespecificas, las cuales se encuentran inclusive fuera del area del
marcador de peso molecular (Figura 2). Los productos revelados en geles de
poliacrilamida mostraron un alto porcentaje de bandas inespecificas y, en algunos
casos, bandas poco definidas, lo que no permitia evidenciar el polimorfismo

(Figura 3c).
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500p

300p
200p

100p

Figura 2. Amplificacion de los marcadores AxD55 (Carril 2-7) y AxC87 (Carril 8-
13). Carril 1: Hyperladder V, Carril 2: PV, Carril 3: YH, Carril 4: PN, Carril 5: BT,
Carril 6: PR, Carril 8: PV, Carril 9: YH, Carril 10: PN, Carril 11: BT y Carril 12: PR.
Carriles 13 y 7: Control negativo. Recuadro rojo: Bandas inespecificas y recuadro
azul: Bandas especificas. Electroforesis en agarosa al 2.5%, tefiida con bromuro
de etidio.

N —————

Figura 3. Loci amplificados segun los parametros reportados por Morillo et al
(2004) a. Loci AxD13, b. Loci AxD85 y c. Loci AxC87. Carril 1: Hyperladder V,
Carril 2: PV, Carril 3: YH, Carril 4: PN, Carril 5: BT, Carril 6: PR, Carril 7: AT y
Carril 8: YT. Recuadro rojo: Bandas inespecificas y recuadro azul: Bandas
especificas. Electroforesis en poliacrilamida al 10% tefida con nitrato de plata.
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2.3.3 Electrofdresis en diferentes concentraciones de poliacrilamida. Cuando
dos 0 mas bandas alélicas tienen una diferencia de 5-10 pb, se encuentran muy
unidas, llegando incluso a solaparse visualizando una Unica banda al observar en
un gel de agarosa al 2.5 %. Ademas, las bandas inespecificas, en muchos casos,
no pueden evidenciarse (Figura 4a). Los geles de poliacrilamida, sin embargo,
presentan una mayor resolucion de las bandas al permitir una mejor definicion y

separacion (Figura 4b).

500pb

300pb

200p

100pb

S500pb
300pb
200phs e ———— e -

150pb {
100ph

Figura 4. Observacion de alelos en el Locus AxD72. a. En gel de agarosa 2.5%. b.
En gel de poliacrilamida 12%. Carril 1: Hyperladder V, Carril 2: PV, Carril 3: YH,
Carril 4: PN, Carril 5: BT, Carril 6: PR, Carril 7: AT y Carril 8: YT. Carril 9: Control
negativo. Recuadro rojo: Bandas inespecificas y recuadro azul: Bandas
especificas.

El revelado de los productos amplificados en diferentes concentraciones determino
gué geles de poliacrilamida del 12 % permiten obtener con una mayor definicion y

resolucion las bandas alélicas (Figura 4b y 5c).

2.3.4 Estandarizacion de PCR. Los resultados obtenidos con la evaluacion de los

loci bajo las condiciones de amplificacién indicadas por Morillo et al. (2004),
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permitieron evidenciar la necesidad de modificar temperaturas de anillamiento y
concentracion de MgCl,. La Tabla 2 muestra que la amplificacion de los loci
AxC27, AxC38, AxD43, AxD85, AxC85, AxC29, AxD72 y AxD13 no se requirid
modificar la temperatura de anillamiento reportada, sin embargo, las
concentraciones de MgCl, para una adecuada amplificacion variaban de acuerdo
al locus, y debian ser menores a 2.5 mM para una mejor definicion de las bandas,
siendo los rangos entre 1.5 a 2.0 mM los mas adecuados para dar especificidad a

la reaccion.

300pb

200pb

Figura 5. Revelado del locus AxD85 en poliacrilamida. a. Gel de poliacrilamida al
8%, b. Gel de poliacrilamida al 10 % y c. Gel de poliacrilamida al 12 %. Carril 1:
Hyperladder V, Carril 2: PV, Carril 3: YH, Carril 4: PN, Carril 5: BT, Carril 6: PR,
Carril 7: AT y Carril 8: YT.
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Para los loci AxD34 y AxC87 la mayor especificidad de las bandas alélicas se
logré con el aumento de 1 °C en la temperatura de anillamiento (de 50 a 51 °C y
de 58 a 59 °C, respectivamente), y el requerimiento de ambos loci de 1.8 mM de
MgCl,. Para la amplificacion de las bandas especificas en el locus AxD82 fue
necesario disminuir un 1 °C la temperatura de anillamiento (de 58 a 57 °C) y
utilizar 2.0 mM de MgCl.. En el caso del locus AxC64 se observé que un aumento
de 2 °C en la temperatura de anillamiento (de 48 a 50 °C) con 1.5 mM de MgCI2
permitia la amplificacion especifica de las bandas alélicas, mientras que para el
loci AxD55 se requirié un aumento de 3 °C en la temperatura de anillamiento (de
48 a 50 °C) y 1.5 mM de MgCl,.

Tabla 2. Condiciones estandarizadas para cada locus microsatélites de arracacha.

Locus Im MgCl, Temperatura
S (mM) anillamiento (°C)
AXC27 4.7 1.4 58
56.3 '
53.6
AXC29 o1 3 1.4 60
50.5
AxC64 46.9 15 50
51.2
AXC85 prg 1.8 58
52.2
AXC87 230 16 60
48.7
AxD34 518 1.6 51
52.9
AxD43 546 1.6 58
55.0
AxD55 e 1.4 60
519
AxD85 29,7 15 48

Estas condiciones permitieron la eliminacion de mas del 80 % de las bandas
inespecificas y la observacion de las bandas alélicas especificas en 13 de los 14
loci, sin embargo, en el loci AxC8 las diferentes amplificaciones con aumento

desde 1 a 5 °C en la temperatura de anillamiento y concentraciones de MgCl,
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entre 1.6 a 2.5 mM solo permitid eliminar entre el 10 y 20 % de las bandas
inespecificas, siendo dificil la observacion de las bandas especificas debido a
poca definicion o claridad en su expresién. La estandarizacion de la PCR permitié
establecer que los loci AxC38, AxD82, AxD72 y AxD13 generan alelos
monomorficos, no siendo aptos para su uso en la determinacién de variabilidad de

los cultivares de arracacha nativos.

2.4. DISCUSION

En esta investigacion se evaluaron las condiciones de amplificacién de 14 loci
microsatélites de arracacha: AxC8, AxC27, AxC29, AxC38, AxC64, AxCS85,
AxC87, AxD13, AxD34, AxD43, AxD55, AxD72, AxD82 y AxD85, reportados por
Morillo et al. (2004) con el fin de determinar los parametros adecuados de
amplificacion para cada locus y seleccionar aquellos loci con un comportamiento
polimorfico en el bandeo para los siete cultivares nativos del estudio, los cuales

permitiran determinar la variabilidad genética presente en estos cultivares.

La determinacion de la temperatura de anillamiento éptima para la amplificacion
permite la unidn especifica de las dos cadenas sencillas complementaria de ADN.
Ante una temperatura de anillamiento demasiado baja se presenta inespecificidad
en el producto (Rychlik et al., 1990), mientras que una temperatura de anillamiento
alta aumenta la especificidad, sin embargo, una temperatura demasiado alta
reduce o impide la posibilidad de anillamiento al limitar la union de los
oligonucledtidos con los sitios complementarios (Blanco, 2011). Las temperaturas
de anillamiento para los loci evaluados variaron entre 48 a 60 °C y en el caso de 8
loci no se modificod la temperatura de anillamiento. Es necesario tener presente
gue en los 9 loci seleccionados la diferencia entre la temperatura de melting y la
de anillamiento de los cebadores varié entre -2.8 y 9.2, siendo solo en un locus

(AxD85) menor la temperatura de anillamiento a la de melting.
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2.5. CONCLUSIONES

La seleccién de los loci polimérficos: AxC27, AxC29, AxC64, AxC85, AxC87,
AxD34, AxD43, AxD55 y AxD85 entre 14 marcadores polimorficos analizados
evidenci6 que la proporcion de loci polimorficos en este estudio fue del 64%. Los
nueve loci que permitirdn analizar la variabilidad genética en siete cultivares de
arracacha provenientes de los municipios de Boyaca y Turmequé, Boyacda. Las
condiciones de amplificacion varian para cada uno de los pares de
oligonucleétidos reportados por Morillo et al. (2004), encontrandose, por lo
general, que la temperatura Optima es igual a la reportada por el autor y que sus
modificaciones se han hecho aumentando entre 1 y 3 °C. Por otro lado, se
encontro que el requerimiento en la concentracion de MgCl, para la amplificacion

de bandas especificas es menor a 2.0 mM.
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3. DIVERSIDAD GENETICA DE SIETE CULTIVARES DE ARRACACHA
(Arracacia xanthorrhiza)

RESUMEN

Colombia es uno de los paises considerados centro de origen y centro de
dispersion de la arracacha (Arracacia xanthorrhiza), raiz tuberosa andina
promisoria de gran valor para los productores en la region de Boyaca por sus
caracteristicas nutracéuticas y comerciales, parte de una tradiciébn ancestral. El
analisis mediante marcadores moleculares microsatélites (SSR’s) permitiran la
caracterizacion de la diversidad genética de arracacha y brindara elementos para
la conservacion del germoplasma en programas de mejoramiento genético. El
objetivo de este trabajo fue determinar la variabilidad de siete cultivares de
arracacha (56 individuos) originarios de los municipios de Boyaca y Turmeque,
mediante SSR’s. Nueve loci microsatélites amplificaron 97 alelos, con un promedio
de 10,78 alelos por locus, identificando 22 alelos privados, 62 comunes, 35
frecuentes, 26 escasos y 9 raros. El contenido de informacion polimorfica (PIC =
0,82), la heterocigocidad observada (Ho = 0,76), la heterocigocidad esperada (He
= 0,69) y la heterocigosidad total (Hr = 0,84), establecieron que los diferentes loci
son altamente polimérficos. Los indices de diversidad Fst (0,069 — 0,165 y Gst
(0,073 - 0,172) indican que la variabilidad es debida a diferencias dentro de los
cultivares de arracacha. La distancia genética promedio entre los cultivares fue de
0,76 y los resultados entre el arbol Neighbor Joining y el AFCM muestran una gran
correlacién en la agrupacion de los cultivares, en ocho grupos genéticamente
diversos, con baja estructuracion. Finalmente, es necesario determinar las
caracteristicas genéticas y la variabilidad de la especie en el pais, validando estos
resultados y con el fin de establecer estrategias complementarias de gestion y

conservacion de este recurso genético.

Palabras claves: microsatélites, Colombia, raiz andina, Arracacia xanthorrhiza,
tetraploide, indices de diversidad.
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3.1 INTRODUCCION

La arracacha (Arracacia xanthorrhiza) es una especie andina tetraploide (2n = 44)
(Hermann, 1997; Blas et al., 1997; Salazar, 1997; Morillo et al., 2004; Santayana,
2012), perteneciente a la familia Apiaceae (Umbelliferae), considerada un producto
de gran potencial productivo y comercial debido a la calidad de sus nutrientes y su
versatilidad. Entre las nueve especies menores de raices y tubérculos andinos, la
arracacha es el cultivo mas promisorio, se caracteriza por poseer una amplia
gama de usos gastrondémicos, nutricionales, medicinales y alimentacion animal,
(Hermann, 1997; Zarate et al., 2008).

Brasil es el pais con mayor area cultivada (23.000 ha) y el primer productor de
arracacha en el mundo (250.000 t), seguido por Colombia, Ecuador y Peru
(Biocomercio, 2013). En Colombia se cultivan cerca de 8.800 ha de arracacha. El
mayor productor nacional es el departamento del Tolima (43.273 t), seguido por
Boyaca (14.010 t), Norte de Santander (10.727 t) y Santander (7.492 t). En el
Departamento de Boyacd, el principal productor de arracacha es el municipio de
Tibana (4.838 t), seguido por Viracacha (2.831 t), Ramiriqui (1.498) y Boyaca
(1.040 t) (Agronet, 2017).

La clasificacion de la variabilidad de Arracacia xanthorrhiza mediante analisis
genético con marcadores moleculares es una herramienta versatii en la
caracterizacion genética de las poblaciones. Mathias & Constance (1944, 1968 y
1973) realizaron las primeras investigaciones de identificacion, designaciéon y
descripcion sobre la diversidad genética del género Arracacia en Centro y Norte
América (Elsayed et al.,, 2010). El andlisis con patrones isoenzimaticos de la
coleccion de 72 entradas de arracacha del Ecuador establecidé que la variabilidad
fenotipica del cultivo es resultado de mutaciones somaticas (Mazon, 1993) v,
ademas, esta coleccion presentdé baja variabilidad genotipica utilizando
marcadoores moleculares RAPDs (Castillo, 1997). En Colombia, Vasquez et al.

(2004) estudiaron la variabilidad de 62 accesiones de la coleccion colombiana de
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arracacha de los departamentos del Tolima, Huila, Boyaca y Cauca mediante
caracterizacion morfologica a través de 28 descriptores cualitativos y 13
cuantitativos discriminativos, y determinaron que hay una amplia variabilidad
cualitativa con polimorfismos en la totalidad de las caracteristicas, asi como, una
amplia variabilidad cuantitativa, con nucleos de agrupamiento relacionados con las
zonas geograficas de los sitios de colecta. La amplia variabilidad de las
accesiones les da valor como material genético base para programas de

mejoramiento de la especie A. xanthorrhiza.

Con el desarrollo de la primera biblioteca enriquecida de 18 microsatélites para
arracacha se determinaron 14 microsatélites polimorficos con buena
transferibilidad a formas silvestres estrechamente relacionadas y se determind que
la diversidad alélica es menor en las formas cultivadas que en las formas
silvestres (Morillo et al, 2004). El estudio de la diversidad genética de 72
accesiones cultivadas de A. xanthorrhiza de Ecuador y Perd con 11 con
marcadores SSR mostré una variacion genética significativa dentro de la forma
cultivada de A. xanthorrhiza (Morillo, 2006).

El estudio de la diversidad genética utilizando cinco oligonucleétidos AFLP y 100
descriptores morfolégicos en cuatro especies del género Arracacia de Perd,
permitid encontrar 28 caracteres morfolégicos como discriminatorios y utiles en la
identificacibn de las especies andinas de arracacha, asi como estimar la
diversidad intraespecifica (25,8%) e interespecifica (24,6%). La variacion
encontrada (49.5%) fue atribuida a las diferencias entre las especies. Los
marcadores morfologicos y moleculares usados permitieron la identificacion
botanica de las especies A. xanthorrhiza, A. alata y A. incisa, sin embargo, la
especie A. equatorialis podria ser reagrupada con A. xanthorrhiza como una

misma especie (Blas et al., 2005 y 2008).
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En la investigacion de Biondi et al. (2009) sobre diversidad genética utilizando
cinco oligonucledtidos AFLP en 334 accesiones de arracacha procedentes de
cinco bancos de germoplasma del Perd, se obtuvieron 148 marcadores AFLP
polimorficos con alta resolucion. Estos resultados mostraron que las accesiones
de arracacha del Peri son muy variadas, siendo las cinco colecciones
significativamente diferentes entre ellas. También establecieron, de acuerdo con
los patrones de distribucién geogréfica, que la diversidad de arracacha es mayor
en el norte del Perq, sin embargo, la coleccién del Centro Internacional de la Papa
fue la mas representativa del centro de Peru al presentar un alto indice de

diversidad con bajo numero de accesiones.

En otro estudio en Peru, la diversidad genética entre la arracacha cultivada y las
formas silvestres utilizando 11 loci microsatélites, mostré una diversidad alélica
significativamente mayor de los loci en las formas silvestres de arracacha. La
arracacha cultivada presento diferenciacion genética de las formas silvestres,
estando mas relacionada con las formas policarpicas silvestres que con las
monocarpicas. Este estudio destaca en las poblaciones silvestres de arracacha
una gran diversidad genética esencial en el disefio de programas de
mejoramiento, teniendo gran interés la introgresion de genes silvestres con
caracteristicas de resistencia a sequia y descomposicion de raices de
almacenamiento (Morillo, Knudsen & Sécond, 2017). Un elemento importante para
el estudio de la diversidad de A. xanthorrhiza y de especies silvestres
relacionadas, fue la secuenciacion del genoma circular del cloroplasto de A.
xanthorrhiza, estudio que determiné el tamafio del genoma, el contenido G+C, las

regiones estructurales y los genes codificantes de proteinas y ARNr y ARNL.

A la fecha, en Colombia no se han realizado investigaciones de caracterizacion
molecular de la especie A. xanthorrhiza o de especies silvestres del género
Arracacia con algin tipo de marcador genético. Este seria el primer estudio en

abordar la temética de la diversidad genética en cultivares de arracacha, y puede
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contribuir al desarrollo de estrategias para reducir la erosion genética al incentivar
el aprovechamiento de la arracacha, conocer la diversidad de cultivares regionales
y favorecer la identificacion de la variabilidad, elementos que influiran
positivamente en la generacién de un programa de mejoramiento para la especie
(Hermann, 1997). Sobre todo, porque la arracacha cultivada en Colombia
‘contienen genes importantes de adaptacibn que permiten diferentes
combinaciones de caracteristicas cualitativas y se conservan aislados

genéticamente de los demas de la zona” (Vasquez et al., 2004).

El cultivo de arracacha es el segundo en el reglon de importancia en el municipio
de Boyaca (Boyacd). Los productores de arracacha en esta region de Colombia
identifican los cultivares de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas de color de
las hojas, del tallo y la pulpa de la raiz como: Paliverde, Palirusia o Palimorada,
Palinegra, Yema de Huevo o Cartagenera, Blanca de Tarro, Amarilla de Tarro y
Yucatana (Alvarado & Ochoa, 2010). El desarrollo local del sistema productivo de
arracacha es una herencia ancestral (Pinto, Parra & Escobar, 2015), sin embargo,
la priorizacion y preferencia comercial de 1 6 2 cultivares (Yema de huevo y
Blanca de Tarro para Boyaca, y Palinegra en Turmequé) ha propiciado la pérdida
de agrobiodiversidad (Alvarado & Gaona, 2010) y la erosibn o homogeneidad
genética de la especie, debido a la desaparicion temporal de cultivares no
sembrados (Ej. Amarilla de tarro), establecimiento de monocultivos, o la
sustituciéon de cultivos locales de arracacha por otras especies, asi como la

introduccién de cultivos comerciales mejorados.

Con este estudio se analizé por primera vez en Colombia la diversidad genética de
siete cultivares de arracacha de Boyaca con nueve marcadores microsatélites con
el fin de brindar elementos sobre el conocimiento de su diversidad y herramientas

genéticas en el desarrollo de programas de mejoramiento.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material vegetal. Las muestras para el andlisis de la diversidad genética de
la arracacha se obtuvieron de 56 plantas pertenecientes a siete cultivares
denominadas: Paliverde (PV), Palirusia (PR), Palinegra (PN), Yema de Huevo
(YH), Blanca de Tarro (BT), Amarilla de Tarro (AT) y Yucatana (YT) (Anexo C).
Las muestras fueron colectadas en los municipios de Boyacd y Turmequé,
ubicados en el Departamento de Boyaca a 05°27°15.1” de latitud norte y
73°21°48.6” de longitud oeste, y 05°18'0.0” de latitud norte y 73°30°0.0” de
longitud oeste, respectivamente, con una temperatura promedio entre 14°C y
18°C, y una altitud entre 2.200-2.900 msnm (Tabla 1).

Tabla 1. Informacion geografica de las zonas de muestreo de plantas de
arracacha evaluadas en este estudio.

Municipio Vereda Latitud - Longitud Muestras Cultivares
PV (5), YH (7). PN (2),

Turmequé Teguaneque  5°19'22.3"N - 73°32'37.8"W 21 BT (4), PR (3)
Boyaca Huerta Chica 5°27'04.7"N - 73°23'47.8"W 8 PR (3), AT (2), YT (3)

A 1 A o ' " _ o ' " PV (3), YH (1) PN (6),
Boyaca Riquée 5°26'36.4"N - 73°23'18.0"W 17 BT (4). PR (3). AT (5)
Boyaca Pachaquira 5°27'06.0"N - 73°23'11.1"W 5 YT
Boyacé Riqué 5°26'44.7"N - 73°21'38.3"W 5 AT

3.2.2 Extraccion de ADN. El ADN se obtuvo a partir de tejido foliar joven, con el
kit para ADN genomico, UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation (MoBio
Laboratories, EE. UU), usado en la etapa de estandarizacién. EI ADN extraido se
almacené a -80°C hasta su utilizacion. La elucion final del ADN se realizé en 75 i
de buffer libre de EDTA. La calidad y pureza de ADN se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % p/v en TBE 0,5X, con tincion de bromuro
de etidio (2 mg/ml) en una camara horizontal Gel XL UltraV-2 (LabNet
International, Inc. New Jersey, EE. UU.) corrida a 100 voltios durante 15 minutos.
Las bandas fueron observadas bajo luz ultravioleta y registradas con el
fotodocumentador UVP GelDoc-Itm System (UVP, Upland, EE. UU). La imagen

digital se analiz6 con el programa VisionWorks=LS Image Acquisition and Analisys
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Software (Imaging System, EE. UU.). La concentracion del ADN se cuantifico en
Nanodrop 1000 Spectrophotometer mediante el programa ND-1000 V3.7.1
(ThermoScientific, EE. UU.).

3.2.3 Caracterizacion de marcadores microsatélites. Nueve marcadores
microsatélites reportados por Morillo et al. (2004) para arracacha (Arracacia
xanthorrhiza) se amplificaron en un volumen final de 15 pl con 1X buffer PCR (20
mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 2 mM DTT, 50% glicerol), 0,3
MM de oligonucledtidos directo y reverso, 0,2 mM de dNTP’s, 1,4 a 1,8 mM de
MgCl;, 1U de Taq polimerasa (Bioline, USA) y 10-20 ng de ADN. La reaccion de
PCR se realizo en el termociclador PTC-100TM Programable Thermal Controller
(MJ Research, Madison, EE. UU). Las condiciones de las reacciones de PCR
reportadas por Morillo (2006) fueron modificadas, asi: una denaturacion inicial a
94°C por 5 min y 30 ciclos de denaturacion a 94°C por 1 min, anillamiento entre
48-60°C por 1 min, de acuerdo con el oligonucleotido utilizado (Tabla 2), extension

a 72°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 7 min.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de regiones
microsatélites en la determinacion de la variabilidad genética en arracacha
(Morillo, 2006).

Accesion Secuencia MgCl, Temperatura

Locus  songank (5'-3) Motivo ) anillamiento (°C)
et s | BN e, e
e s £, SEISCINS o 10
o s £ OWISNESISE . 1s
AXC85 AY530813 g; GTTTGGT%%’?BCTTGGA?Q’?TARﬂ (GT)eNw(GT)o 1.8 58
axcer Avs30820 [ 1O aasl  (CThs 16 60
ous psvess £ OTANTITIN @, 16w
ors mrsvmrs £ SISO g 1w
oss s £ SOOI oo 10w
vons mrssa £ OSSO o 15
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El producto amplificado se analizo por electroforesis estandar en gel de agarosa al
2,5% (TBE 0,5X), con tincién de bromuro de etidio en una camara horizontal Gel
XL UltraV-2 (LabNet International, Inc. New Jersey, EE. UU.) corrida a 100 voltios
durante 25 a 40 minutos. El gel se observé bajo luz ultravioleta y se registré en el
fotodocumentador UVP GelDoc-ItTM System (UVP, Upland, EE. UU.).
Finalmente, 5 ul del producto amplificado se separ6 en una camara PowerPac HV
power supply (Biorad Laboratories, Inc, EE. UU.) por 90 min a 200 voltios
mediante una  electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%
(acrilamida:bisacrilamida 38:2). Los geles se tifieron con nitrato de plata para
revelar las bandas (Anexo D) y se registraron con camara digital. Las imagenes se
analizaron con los programas VisionWorks®LS Image Acquisition and Analisys
Software (Imaging System, EE. UU.) y GelAnalizer (Lazar & Lazar, 2010) con el fin
de determinar el tamafo de las bandas alélicas. El marcador de peso molecular

usado fue Hyperladder V (Bioline Inc., California, EE. UU.).

3.3.1 Andlisis de alelos. La informacién alélica de cada individuo se registro en
una matriz binaria (ausencia = 0 y presencia = 1). Mediante el analisis de los
alelos, en cada matriz, se estimd: el porcentaje de heterocigotos, la
heterocigosidad observada (Ho), la cantidad de los alelos raros, alelos privados y
alelos comunes. La frecuencia alélica y los indices de diversidad genética:
heterocigosidad esperada (Hg) o diversidad genética segun Nei (1987),
heterocigosidad esperada corregida, (Hec), indice de diversidad de Shannon-
Wiener (H") e indice de diversidad de Shannon-Wiener corregido (H'c) utilizando
del programa Atetra 1.2. El valor promedio ponderado de la heterocigosidad
esperada (Hs) y la heterocigosidad total (Hy) se determind con el programa

GenoDive.

El contenido de informacion polimorfica (PIC), la tasa de polimorfismo (P), la
proporcion de loci polimérficos (P) y el numero efectivo de alelos (Ae) se

determinaron utilizando el paquete de R “Polysat” (Crack & Jasieniuk, 2011) y el
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programa GenoDive. La prueba de equilibrio de Hardy Weinberg y la distancia
genética entre los cultivares, de acuerdo con el coeficiente de simillitud de Nei & Li
(1979), fueron estimados con el programa GenoDive. Se realiz6 un andlisis de
agrupamiento con el algoritmo Neighbor Joining sin ponderar (Unweight) con un
bootstrap de 30.000 repeticiones, segun el indice de Sokal & Michener (1958) y se
realiz6 un andlisis factorial de correspondencia multiple (AFCM) para todos los
individuos de los cultivares de arracacha con el programa DARwin (dissimilarity
analysis and representation for windows) Version 5.0.148
(http://darwin.cirad.fr/darwin) (Perrier & Collet 2006).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Riqueza alélica. El analisis de diversidad alélica de 56 muestras de
cultivares de Arracacia xanthorrhiza de la region de Boyaca y Turmequé
(Colombia) con nueve marcadores microsatélites polimorficos permitio la
identificacion de un namero total (Na) de 97 alelos y un nimero medio de alelos
por locus (A) de 10,78, con presencia de 8-16 alelos por locus, un nimero efectivo
de alelos por locus (Ae) de 3, 20 (Tabla 3) y un solo alelo homocigoto (AxC27
(GT)s — 136) (Anexo E). EIl perfil alélico de cada locus microsatélite en los 56
individuos de arracacha permitié observar e identificar los individuos homocigotos

y heterocigotos, asi como la riqueza alélica (Figura 1).

Tabla 3. Diversidad alélica generada con nueve marcadores microsatélites en 56
accesiones de arracacha de la region de Boyaca y Turmequé (Colombia)

L Motivo Alelos Numero Alelos privados  Alelos Alelos Alelos comunes  Alelos
Accesion : . . .
Locus GenBank rnarcadgr por efectivo (Kalinowski, escasos raros (Bostein et al, frecuentes
microsatélite  locus de alelos 2004) (f=5-1%) (f=<1) 1980) (f >10%)
AxC27 AY530811 (GT)s 11 3,00 4 4 2* 4 3
AXC29 AY675513  (CT)13(TA)7 8 3,58 0 1 0 7
AxC64 AY530819 (CT)20o 10 3,76 1 2 0 8 6
AXC85 AY530813 (GT)sN12(GT)io 16 2,53 7 4 2 9 2
AxC87 AY530820 (CT)1s 12 3,61 2 4 1 7 4
AxD34 AY530814 (GA)13 8 2,86 2 3 0 5 4
AxD43 AY530815 (CA)15 10 3,18 1 2 2* 6 4
AxD55 AY675514 (GT)s 14 3,94 3 4 2 8 5
AxD85 AY530818 (GA)s 8 2,36 2 2 0 5 3
Total 97 - 22 26 9 59 36
Promedio 10,78 3,20 22,70% 26,80% 9,30% 60,8% 37,10%

* Presenta un alelo raro con frecuencia <0,5% (Cavalli-Sforza & Bodner, 1981)

48



Ax C87 Ax C85 Ax C64 Ax C29 Ax C27

Ax D34

mEBmEE & EEmOoD s
L J =0

Soos cooooa
o

Ax D43

Ax D55

Ax D85

Figura 1. Perfil alélico de nueve marcadores microsatélites en siete cultivares de
Arracacia xanthorrhiza Bancroft de la region de Boyaca y Turmequé (Colombia).
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Las frecuencias alélicas oscilaron entre 0,0045 AxC27 (GT)s — 0,400 (AxD43)
(Figura 2 y Anexo F) y se identificaron 22 alelos privados, 62 alelos comunes, 35
alelos frecuentes, 26 alelos escasos y 9 alelos raros. Los alelos privados se
observaron en ocho de los nueve loci analizados, donde el locus AxC85
(GT)sN12(GT)1 mostro siete alelos privados (Tabla 3). Los alelos privados se
evidenciaron en todos los cultivares, a excepcion de Palinegra; en Paliverde se
observaron dos alelos privados, en Yema de Huevo uno, en Palirusia seis, en

Amarilla de Tarro dos, en Blanca de Tarro seis y en Yucatana cinco.

3.3.2 Variabilidad genética. La heterocigocidad observada (Ho = 0,76), la
heterocigocidad esperada (He = 0,69), el valor promedio ponderado de la
heterocigosidad esperada (Hs = 0,72) y la heterocigosidad total (Hr = 0,84) son
indicadores de una alta diversidad genética entre los cultivares (Tabla 4), siendo el
cultivar Yucatana el que presentd los mayores valores (He = 75,4 y HS = 78,3)
(Tabla 5). El valor promedio de PIC fue 0,82, y en los locus oscilé entre 0,75
(Locus AXC27) y 0,90 (Locus AXC85) (Tabla 4), mientras que para los cultivares
su valor vario entre 0,29 (Blanca de Tarro - Locus AxC27) y 0,85 (Yema de Huevo
- Locus AxD55) (Tabla 6). El indice de diversidad de Shannon Wiener mostré valor
H’ de 1,33 y H'c de 1,5 y la uniformidad (Evenness) presenté un valor promedio de
0,454 (Tabla 4).

Tabla 4. Variabilidad genética en nueve marcadores microsatélites en arracacha.

Locus N° Motivo Frecuencia
SSR Accesién Marcador méximade PIC HE HEc HO H' Hc Even Hs Ht
GenBank microsatélite un alelo
AxC27 AY530811 (GT)s 0,378 0,75 067 069 051 132 161 044 0,71 0,78
AxC29 AY675513 (CT)13(TA); 0,167 083 073 075 0,76 142 145 047 0,76 0,85
AxC64 AY530819 (CT)20 0,226 08 073 076 089 146 153 0,53 0,77 0,87
AxC85 AY530813 (GT)sN12(GT)o 0,168 090 062 064 046 1,13 125 0,38 0,66 091
AxC87 AY530820 (CT)1s 0,199 086 0,74 076 092 149 173 0,51 0,76 0,87
AxD34 AY530814 (GA)13 0,196 0,76 067 069 058 124 126 041 0,71 0,78
AxD43 AY530815 (CA)1s 0,400 0,76 066 068 073 132 174 044 0,69 0,78
AxD55 AY675514 (GT)s 0,190 0,88 0,75 0,78 094 156 1,77 055 0,79 0,89
AxD85 AY530818 (GA)s 0,250 0,77 059 061 069 099 105 0,32 0,62 0,79

Promedio 0,242 0,821 0,688 0,710 0,726 1.330 1.534 0,454 0,72 0,84
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Figura 2. Frecuencias alélicas de nueve marcadores microsatélites en siete cultivares de arracacha de la region de
Boyaca y Turmequé (Colombia).
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Tabla 5. Variabilidad genética de siete cultivares de arracacha de la region de
Boyaca y Turmequé (Colombia) analizados con nueve marcadores microsatélites.

Cultivar (He) (Hec) (H) (H'c) (Even) (Hs)
Paliverde 0,7018 0,7244 11,3592 1,5769 0,4513 0,732
Yema de Huevo 0,7140 0,7370 11,4074 11,7115 0,4947 0,742
Palinegra 0,6760 0,6978 11,3024 11,5279 0,4580 0,715
Blanca de Tarro 0,5709 0,5893 11,0419 1,2425 0,3537 0,613
Palirusia 0,6705 0,6921 11,2395 1,2664 0,4104 0,698
Amarilla de Tarro 0,7293 0,7528 11,4679 1,7887 0,4869 0,705
Yucatana 0,7545 0,7788 11,4920 1,6222 0,5262 0,783

Tabla 6. Contenido de informacién polimérfica (PIC) de siete cultivares de
arracacha de la region de Boyaca y Turmequé (Colombia) analizados con nueve
marcadores microsatélites.

Cultivar AxC27 AxC29 AxC64 AxC85 AxC87 AxD34 AxD43 AxDS55 AxD85
Paliverde 0,600 0,694 0818 0,682 0,582 0,605 0,744 0,693 0,511
Yema de Huevo 068 0671 0801 0601 068 0371 0,703 0,854 0,642
Palinegra 0,766 0,714 0,743 0,359 0,838 0,685 0,468 0,667 0,375
Blanca de Tarro 0,294 0593 0,687 0337 0,677 0,746 0,262 0,727 0,359
Palirusia 0689 0,743 0375 0511 0,733 0,708 0,705 0,632 0,456
Amarillade Tarro 0,725 0,763 0,708 0,618 0,689 0,618 0,744 0,805 0,582
Yucatana 0694 0,701 0,703 0,805 0,751 0,636 0,772 0,728 0,685
Del total 0,76 0,84 0,85 0,91 0,86 0,76 0,76 0,88 0,77

El indice de fijacion (Fst) presentd valores entre 0,069-0,165 (Anexo G). El
coeficiente de diferenciacion genética (Gst) presentd valores bajos de
diferenciacion (0,073 - 0,171) para los locus y los cultivares de arracacha
analizados (Anexo H). Dada la naturaleza hipervariable y las altas tasas de
mutacion de los marcadores microsatélites (Heller & Siegismund, 2009; Whitlock,
2011), también se estim6 la diferenciacidbn entre cultivares con diversos
estadisticos que reflejaron que la relacion entre Yema de Huevo-Palinegra obtuvo
el menor valor para todos los indices: Gsr (0,07), Diy (0,1), Rst (0,16), Fst (0,07) y
Jost’'s D (0,29), mientras que la relacién Palirusia-Blanca de Tarro alcanzé los
valores mas altos de Gsr (0,17), Dm (0,25), Rst (0,44) y Fsr (0,17) (Anexo G y
Anexo H).
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El coeficiente de endogamia (Gis) present6 desviaciones significativas (p<0.01) del
equilibrio de Hardy-Weinberg en 4 de los 9 marcadores microsatélites,
evidenciando un exceso de heterocigotos en los locus (AxC29, AxC64, AxC87 y
AxD55), también se encontré un total de 44 desviaciones significativas repartidas
entre todos los loci y cultivares, donde 43 revelan un exceso de heterocigotos o
exogamia en los cultivares, mientras que el cultivar Blanca de Tarro evidencio,
significativamente (p<0,05), un déficit de heterocigotos en el locus AxD34. En
total, se encontré desviacidon significativa en la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg como resultado del exceso de heterocigotos presentado (-0.016, p<0,01)

para todos los loci y cultivares (Tabla 7).

3.3.3. Distancia genética. La distancia genética (Nei, 1979) promedio fue
moderada (0,63), para los 56 individuos de los siete cultivares de arracacha
analizados. Las mayores distancias se presentaron entre los cultivares Amarilla de
Tarro y Blanca de Tarro (0,98), Palirusia y Blanca de Tarro (0,96), Paliverde y
Palirusia (0,87), Yucatana y Palinegra (0,84), mientras los individuos de Palinegra
y Yema de Huevo (0,24) mostraron ser menos distantes, presentando mayor

homogeneidad entre los individuos de arracacha evaluados (Tabla 8).

En el dendograma generado por el método Neighborg Joining sin ponderar
(Unweighted) los individuos se agruparon en tres grandes conglomerados poco
consolidados (bootstraps <50) en las ramas externas. El primer conglomerado en
una rama agrupa a todos los individuos de Yucatana (bootstrasp = 93) y el 50% de
los individuos de Paliverde (bootstraps = 54). Otra rama agrupa los individuos de
Blanca de Tarro (boostrasp = 85) y el 50% restante de los individuos de Paliverde
(bootstraps = 93). El segundo conglomerado agrupé los cultivares Yema de Huevo
y Palinegra, y el ultimo conglomerado, los individuos de Amarilla de Tarro
(bootstraps = 83), y Palirusia (bootstraps = 88) (Figura 3). El valor de correlacion
copenética (r = 0,9428, p <0,001) revel6 un muy buen grado de ajuste del modelo
(Rohlf, 1988), donde el analisis del conglomerado representa la matriz de similitud

y ratifica la estructuracion de la distancia genética de los cultivares.
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Tabla 7. Valores de Gis y Prueba de equilibrio Hardy-Weinberg para nueve marcadores microsatélites en los siete
cultivares de arracacha de la region de Boyaca y Turmequé (Colombia).

AxC27 AxC29 AxC64 AxC85 AxC87 AxD34 AxD43 AxD55 AxD85 Total
Paliverde 0,373 -0,263*  -0,156*** -0,295**  -0,446*** 1,000 -0,232*** -0,277** 0,648 0,032
Yema de Huevo 0,221 -0,295**  -0,175***  -0,400*** -0,277** 0,313 -0,284*** -0,081* 0,377 -0,075***
Palinegra -0,216*** 0,114  -0,243*** 1,000 -0,122* -0,277** 1,000 0,052  -0,875*** 0,017
Blanca de Tarro 0,700  -0,437*** 0,704 -0,219*  -0,321*** 1,000* 0,554 -0,056* 1,000 0,318
Palirusia 0,550 -0,235***  -0,875*** 0,612 -0,224** 0,078 -0,107  -0,364***  -0,458*** -0,084***
Amarilla de Tarro -0,085 -0,197*  -0,278*** 0,145 -0,275**  -0,379*** -0,232** -0,132*  -0,446*** -0,206***
Yucatana 0,850 -0,134*  -0,292*** -0,027 -0,216** -0,364** -0,202*** -0,108 -0,277* -0,078***
Total 0,320 -0,200***  -0,145*** 0,085 -0,262*** 0,213 0,017  -0,134* 0,008 -0,016***

Valores en negrita presentan significancia de *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,01.

Tabla 8. Distancias genéticas (Nei, 1979) para siete cultivares de arracacha de la region de Boyaca y Turmequé
(Colombia) analizados con nueve marcadores microsatélites.

Cultivar Paliverde = Yema de Huevo Palinegra Blanca de Tarro Palirusia Amarilla de Tarro  Yucatana
Paliverde 0,00000
Yema de Huevo 0,38706 0,00000
Palinegra 0,42095 0,24139 0,00000
Blanca de Tarro 0,35530 0,57929 0,63849 0,00000
Palirusia 0,87319 0,70691 0,57356 0,96510 0,00000
Amarillade Tarro 0,62847 0,76887 0,56511 0,98677 0,52929 0,00000
Yucatana 0,50840 0,56930 0,84703 0,79141 0,65186 0,74538 0,00000

Valores en negrita son >70.
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Figura 3. Dendograma mediante el modelo Neighbor Joining (Unweight) del perfil
alélico de 56 individuos de arracacha de la region de Boyaca y Turmequé
(Colombia). (Sélo bootstraps >50 son mostrados).
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3.3.4 Andlisis factorial de correspondencia multiple. Los cinco factores del
analisis factorial de correspondencia multiple representan una inercia total de
52,6%, donde el primer y segundo eje muestran una variacion total de 28,33%. El
AFCM muestra una fuerte estructuracion de los individuos del cultivar Yucatana,
mientras que los otros seis cultivares formaron tres conjuntos segregados en
grupos mixtos completos o parciales. El primer grupo, ligeramente mezclado, fue
conformado por los individuos de Amarilla de Tarro y Palirusia. El segundo y tercer
grupo son de caracter mixto y parcial, formado uno por los individuos de Blanca de
Tarro y el 62.5% de individuos de Palinegra, y el otro, por todos los individuos del
cultivar Paliverde y el 37.5% de los individuos de Yema de Huevo. Finalmente, se
formaron dos grupos parciales con los individuos restantes de las cultivares Yema

de Huevo y Palinegra (Figura 4).
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Figura 4. Analisis Factorial de Correspondencia Multiple del perfil alélico de 56
individuos de arracacha de la region de Boyacé y Turmequé (Colombia).
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Riqueza alélica. Con nueve marcadores microsatélites polimérficos (Morillo
et al., 2004) para A. xanthorrhiza se revelaron 97 alelos con una riqueza alélica A
= 10,78 y la presencia de 8 alelos en los locus AxC29 (CT)13(TA)7, AXD34 (GA)13 Y
AxD85 (GA)s, mientras que el locus AXC85 (GT)sN12(GT) fue el mas polimérfico
(16 alelos), es posible que el numero de alelos por locus sea explicado por el
namero de fragmentos repetidos que presentan las secuencias microsatélites
analizadas (Bakoumé et al., 2007). Los resultados encontrados son similares a los
obtenidos por Morillo (2006) en el andlisis de diversidad de 178 formas cultivadas
y silvestres de Arracacia xanthorrhiza con seis loci comunes (AxC27 (GT)s, AxD34
(GA)13, AxD43, AxD55 y AxD85 (GA)s), quien describio para estos seis locus la
presencia de 66 alelos, identificando 5-14 alelos por locus, sin embargo, solo 19
de los 66 alelos estuvieron presentes en las formas cultivadas de A. xanthorrhiza.
En esta investigacion se encontré que los seis loci revelaron 67 alelos en siete
cultivares de Arracacia xanthorrhiza. Dos locus presentaron un mayor numero de
alelos diferentes (AxC27 (GT)gy AXC85 (GT)sN12(GT)) que las formas cultivadas y
silvestres de arracacha ecuatoriana, y tres locus mostraron un menor nimero de
alelos (AxD34, AxD43, AxD55), siendo posible que haya una relacion directa
entre el aumento o disminucion del numero de alelos diferentes por locus y la
variabilidad genética (Ramey et al., 2006) en los cultivares analizados. El nimero
de alelos efectivos por locus permite realizar estudios de comparacion cuando se
observa que el nimero y la distribucion de los alelos varian enormemente (Ojango
et al., 2011), en este estudio se evidencid que para alcanzar la misma
heterocigosidad esperada en el analisis de la diversidad genética de cultivares de
arracacha, en promedio, se requiere un numero efectivo de alelos por locus de
3,20.

La presencia de alelos privados o exclusivos (22,7%) puede permitir la
identificacion de expresiones alélicas propias de un cultivar y puede ser relevante

en la caracterizacion genética de los cultivares de arracacha: Amarillo de Tarro,
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Blanca de Tarro y Yucatana presentaron, cada uno, mas del 20% de alelos
privados (6, 6 y 5 respectivamente). El alelo exclusivo del cultivar Blanca de Tarro,
290-AxC85, presenté una frecuencia (q = 9,8) cercana al 10%, evidenciando
diferenciacion genética a nivel cuantitativo (Donoso et al., 2004), debido a que la
frecuencia de los alelos privados esta relacionada con el grado de diferenciacion
entre los cultivares (Ramey et al., 2007), sin embargo, también permiten identificar
cuanto se diferencian las accesiones unas de otras, sin importar la frecuencia que

presenten (Kalinowski, 2004).

Bernal, Ocampo & Hernandez (2014), en su estudio de diversidad del granadilla
encontraron la presencia 10,3% alelos privados y 58,6% de alelos con una
frecuencia <10%, determinando que esta riqueza alélica es un reservorio genético
en programas de mejoramiento que incluyan seleccion, caracterizacion vy
conservacion de genotipos, asi mismo, relacionan los alelos de baja frecuencia
con mecanismos de supervivencia y adaptabilidad al medio ambiente o
enfermedades. En este estudio se encontré6 que el 62,3% de los alelos
presentaron baja frecuencia y el 36,4% de los alelos privados fueron alelos raros,
es decir, alelos con una frecuencia alélica menor al 1% (Kimura, 1983) y el 50,0%

fueron alelos escasos, (g =1 - 5%).

Los alelos raros pueden tener importancia en el cultivo de arracacha, ya que
pueden reflejar la tasa de mutacion total mucho mas fielmente que los alelos
comunes (Kimura, 1983), por lo tanto, pueden mostrar la mutacibn como un
proceso evolutivo que influye en el aumento de la diversidad genética (Magallan et
al., 2009). Los alelos escasos (26,8%) presentaron mayor abundancia que los
alelos raros (9,3%), favoreciendo una distribucién uniforme de los alelos comunes
(g > 5%, Botstein et al., 1980) y frecuentes en los cultivares de arracacha. El
cultivar Blanca de Tarro presentd la menor presencia de alelos comunes y
frecuentes (q = 10 - 5 %), pero evidencié una alta proporcién de alelos privados y

escasos, mostrando una diferenciacion alélica, respecto a los otros cultivares
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3.4.2 Variabilidad genética. La heterocigosidad, basada en las frecuencias
alélicas, es el método mas adecuado para medir la variacion genética (Dice,
1945). El andlisis de la heterocigosidad observada (Ho = 0,76) y esperada (Heg =
0,69) en los diferentes loci microsatélites indicd un alto poder de discriminacion de
los loci utilizados, asi como un alto grado de polimorfismo de los cultivares de
arracacha evaluadas, dado por la alogamia de la especie A. xanthorrhiza, cuya
descendencia sexual heterogénea sugiere un alto nivel de heterocigosidad en la
forma cultivada (Hermann 1997). El alto valor del promedio ponderado de la
heterocigosidad esperada (Hs = 0,72) y la heterocigosidad total (Hr = 0,84)
muestran que es posible un nivel favorable de heterocigosidad, en caso de

cruzamientos al azar entre los cultivares (Alzate et al., 2010).

El indice de contenido de informacién polimorfica (PIC) indica la efectividad de los
microsatélites, al permitir la determinacion del grado de polimorfismo o la
capacidad de discriminacion de los microsatélites, donde un valor de PIC mayor a
0,5 es altamente informativo y revelan que hay heterocigosidad (Viera et al.,
2016), un valor PIC entre 0,25 y 0,5 es medianamente informativo y menor a 0,25
es ligeramente informativo. Un PIC cercano a uno (1) indica un marcador
microsatélite mas informativo y polimérfico (Xin-Sheng et al., 2008). En este
estudio, el valor promedio PIC (0,82) fue altamente informativo (Botstein et al.,
1980), aunque se encontraron valores PIC medianamente informativos,
especialmente en el cultivar Blanca de tarro (locus AxD85). Los marcadores con
un mayor numero de alelos por locus presentaron un PIC mayor, debido a la
distribucion de las frecuencias alélicas (Hildebrand et al., 1992; Zambrano et al.,
1998), resultado que hace confiables y efectivos los locus evaluados como
medidores de diversidad genética en arracacha. Morillo et al. (2017) encontré PIC
altamente informativos en los locus analizados, sin embargo, la arracacha
cultivada mostré un PIC medianamente informativo (0,37), debido quiza al efecto
de la reproduccién asexual en la domesticacién de la especie arracacha (Morillo &
Sécond 2016).
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El indice de diversidad de Shannon Wiener (H') evidencié que el cultivar Amarilla
de Tarro presentd una mayor diversidad de los alelos (H'c = 1,78), mientras que la
uniformidad promedio (Evenness) fue de 0,454, es decir, hubo una distribucion
irregular de los diferentes alelos en los cultivares, sin el dominio de un sdlo
genotipo (Everhart, Kamvar, & Grunwald, 2017), pero fue el cultivar Yucatana el
que presenté una mayor similitud de las frecuencias de los diferentes alelos entre
los individuos (Even = 0,526).

Segun la escala para Fst de Wright (1978), las relaciones entre los cultivares
Blanca de Tarro-Amarilla de Tarro y Blanca de Tarro-Palirusia, Fst fue mayor a
0,15, indicando una excelente diferenciacion genética, mientras que las demas
relaciones entre cultivares mostraron una diferenciacion genética moderada (Fst <
0,15). En este estudio, el indice Gsr identifico que la variabilidad se debe en un 83-
93% a diferencia dentro de los cultivares y confirma la relacion entre los valores

bajos de Gsr Yy los valores altos de heterocigosidad (He= 0,69).

3.4.3 Estructura genética. Los siete cultivares de arracacha mostraron una
distancia genética promedio moderada de 0,635. Los 56 individuos generaron un
dendograma con tres grupos bien soportados en las ramas internas (Bootstraps
>50) con una disimilitud maxima de 42,2% y que evidencian la agrupacion de los
individuos por cultivares. Tanto el arbol Neighbor Joining como el andlisis factorial
de correspondencia multiple muestran una gran correlacion en la agrupacién
genética y fenotipica de los individuos, pero no geoespacial, especialmente de los
cultivares Yucatana, Amarilla de Tarro y Palirusia. Por otro lado, aunque se
correlacionan los valores de distancia genética y la agrupacion del cultivar
Paliverde en dos ramas del dendograma, una compartida con Blanca de Tarro y
otra con Yucatana, aln es necesario identificar cuales son los factores genéticos,
fenotipicos 0 ambientales que se relacionan con esta estructuracion, y si se
mantiene en otros individuos del cultivar, siendo util analizarlos con nuevos

microsatélites.
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3.5. CONCLUSIONES

Los nueve marcadores microsatélites evaluados mostraron polimorfismo vy
revelaron 97 alelos, entre los que solo se evidencié un alelo homocigoto (AxC27 -
136). La presencia de un 22,3% de alelos privados muestra un buen grado de
diferenciacién entre los cultivares analizados (Ramey et al., 2007), herramienta a
validar para su utlizacion en la identificacion de materiales regionales o

nacionales.

La rigueza alélica detectada en Arracacia xanthorrhiza es la base para un
programa de conservacion, seleccion, mejoramiento de la especie y diversificacion

de los sistemas de produccion en el pais.

Este estudio establecié una variabilidad alta (He = 0,69 y PIC= 0,82) para 7
cultivares de arracacha de la region de Boyaca y Turmequé (Colombia),
mostrando indicadores para el desarrollo de investigaciones que permitan
seleccionar genotipos productivos y con caracteristicas de resistencia a diferentes

plagas, enfermedades o condiciones ambientales adversas.

La variabilidad genética presente en siete cultivares de arracacha de la region de
Boyaca y Turmequé (Colombia) se explica por la naturaleza alogama de la
especie que revela polimorfismos y genotipos heterocigotos con el uso de

marcadores microsatélites.

Este estudio muestra que existe una gran variabilidad genética en los cultivares de
arracacha cultivada en Boyacda, Colombia, dado por la alta correspondencia entre
la caracterizacion tradicional realizada por los agricultores y la diversidad alélica
(genética) de los cultivares. El aprovechamiento de la diversidad de la arracacha
generara logros exitosos o con prospeccidn agricola para esta especie catalogada
como susceptibles o vulnerables a procesos de erosién genética (Caetano et al.,
2015).
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Se realizé el primer estudio en Colombia con marcadores microsatélites en
arracacha que permitira la complementacion de estudios para el aprovechamiento

de su diversidad.
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ANEXOS

Anexo A. Distribucion alélica presente en 7 cultivares de arracacha analizados con 9

marcadores microsatélites.

. Ploidia
Cultivar 1 alelo | 2 alelos | 3 alelos | 4 alelos observada
Paliverde 25.00% | 47.22% | 12.50% | 15.28% 4x
Yema de Huevo 16.67% | 43.06% | 22.22% | 18.06% 4x
Palinegra 27.78% | 38.89% | 11.11% | 22.22% 4x
Blanca de Tarro 54.17% | 22.22% | 22.22% | 1.39% 4x
Palirusia 20.83% | 50.00% | 20.83% | 8.33% 4x
Amarillade Tarro| 5.56% | 54.17% | 27.78% | 12.50% 4x
Yucatana 13.89% | 40.28% | 18.06% | 27.78% 4x

Promedio 23% 42% 19% 15% 4x
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Anexo B. Modificaciones realizadas a los parametros de amplificacion por PCR
para cada uno de los 14 microsatélites evaluados.

. . Condiciones evaluadas Condiciones estandarizadas
m T. Anillamiento
Oligonucledtidos ) Morillo et al. MgCl, (mM) Temperatura MgCl, Temperatura anillamiento
(2004) 9t anillamiento (°C) (mM) §°)
1.8 58
AxC27 547 58 1.6 58 15 58
56.3 1.5 58
50.6
AxC38 451 48 20 48 2.0 48
2.0 58
1.8 59
1.8 58
519 1.8 60
1.6 58 2.0
AxC8 58 17 59 60
1.7 60
2.0 60
49.7 2.0 61
1.8 60
2.0 50
48.7
1.8 51 1.8
AxD34 50 17 51 51
51.8 1.6 51
52.9 2.0 58
AxD43 546 58 18 58 1.8 58
51.9 29 2
AxD85 48 1'5 28 1.5 48
49.7 1.5 50
2.0 48
15 48
50.5 1.7 49
1.8 49 15
AxC64 48 15 29 50
1.6 49
46.9 15 50
1.8 51
2.0 54
55.0 1.8 55
1.8 56 15
AxD55 54 1.7 57 . 57
15 55
548 1.8 58
15 57
51.2 2.0 58
AxC85 2477 58 18 58 18 58
1.8 58
15 58
52.2 15 59
AXC87 58 15 29 18 59
% 18 59
1.7 60
53.0 1.7 61
16 60
2.0 58
1.8 58
1.7 59
536 1.7 58
15 59 18
AxC29 58 1.6 60 . 58
1.6 59
15 60
51.3 1.4 60
1.45 60.5
1.4 61
52.8
AxD72 56.2 58 2.0 58 2.0 58
54.2
AxD82 55.6 58 2.0 57 2.0 57
50.4 2 48
AxD13 53.9 48 18 28 2.0 48

76



Anexo C. Identificacion de las muestras de plantas de arracacha caracterizadas
en el presente estudio.

N° | Cédigo Cultivar Lote Ne | Cadigo Cultivar Lote

1 PV1 Paliverde Teguaneque | 29 BT5 Blanca de Tarro Riqué

2 PVv2 Paliverde Teguaneque | 30 BT6 Blanca de Tarro Riqué

3 PV3 Paliverde Teguaneque | 31 BT7 Blanca de Tarro Riqué

4 PVv4 Paliverde Teguaneque | 32 BT8 Blanca de Tarro Riqué

5 PV5 Paliverde Teguaneque | 33 PR1 Palirusia Teguaneque
6 PV6 Paliverde Riqué 34 PR2 Palirusia Teguaneque
7 PVv7 Paliverde Riqué 35 PR3 Palirusia Teguaneque
8 PV8 Paliverde Riqué 36 PR4 Palirusia Huerta Chica
9 YH1 Yema de Huevo | Teguaneque | 37 PR5 Palirusia Huerta Chica
10 YH2 Yema de Huevo | Teguaneque | 38 PR6 Palirusia Huerta Chica
11 YH3 Yema de Huevo | Teguaneque | 39 PR7 Palirusia Riqué

12 YH4 Yema de Huevo | Teguaneque | 40 PR8 Palirusia Riqué

13 YH5 Yema de Huevo | Teguaneque | 41 AT1 Amarilla de Tarro Riqué

14 YH6 Yema de Huevo | Teguaneque | 42 AT2 Amarilla de Tarro Huerta Chica
15 YH7 Yema de Huevo | Teguaneque | 43 AT3 Amarilla de Tarro Huerta Chica
16 YH8 Yema de Huevo Riqué 44 AT4 Amarilla de Tarro Riqué

17 PN1 Palinegra Teguaneque | 45 AT5 Amarilla de Tarro Riqué

18 PN2 Palinegra Teguaneque | 46 AT6 Amarilla de Tarro Riqué

19 PN3 Palinegra Riqué a7 AT7 Amarilla de Tarro Riqué

20 PN4 Palinegra Riqué 48 AT8 Amarilla de Tarro Riqué

21 PN5 Palinegra Riqué 49 YT1 Yucatana Huerta Chica
22 PN6 Palinegra Riqué 50 YT2 Yucatana Huerta Chica
23 PN7 Palinegra Riqué 51 YT3 Yucatana Huerta Chica
24 PN8 Palinegra Riqué 52 YT4 Yucatana Pachaquira
25 BT1 Blanca de Tarro | Teguaneque | 53 YT5 Yucatana Pachaquira
26 BT2 Blanca de Tarro | Teguaneque | 54 YT6 Yucatana Pachaquira
27 BT3 Blanca de Tarro | Teguaneque | 55 YT7 Yucatana Pachaquira
28 BT4 Blanca de Tarro | Teguaneque | 56 YT8 Yucatana Pachaquira
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Anexo D. Tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata

1. Terminada la amplificacion de las muestras, retire los vidrios de la camara. Los
vidrios se colocan en el area a trabajar teniendo en cuenta su identificacion, a fin
de evitar la confusién de los materiales.

2. Separe con la ayuda de una cuchilla uno de los dos vidrios del gel.
3. Realice una marca que permita identificar cada gel.

4. Introduzca el vidrio con el gel adherido en el recipiente con solucion fijadora de
etanol al 10% por un periodo de 10 minutos con el fin de detener la reaccion. El
gel en esta solucion se desprende del vidrio.

5. Introduzca el gel en solucion de &cido nitrico al 1% durante 5 minutos.

6. Realice un lavado del gel con agua destilada desionizada por 3 a 5 minutos
para eliminar el exceso de acido nitrico y evitar que el gel se queme.

7. Introduzca el gel por un tiempo minimo de 30 minutos en solucién de tincion a
base de nitrato de plata.

8. Realice un lavado del gel con agua destilada desionizada por 3 a 5 minutos
para eliminar el exceso de acido nitrico y evitar que el gel se queme.

9. Sumerja el gel en solucion reveladora a base de carbonato de calcio hasta que
aparezcan las bandas.

10. Detenga la reaccion transfiriendo el gel a solucion fijadora de acido acético al
10%, para evitar que el gel se queme u oscurezca.

11. Registre los geles fotograficamente colocandolos en camara de luz blanca.
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Anexo E. Tamafio y frecuencia genética de los alelos amplificados con 9 locus
microsatélite en 7 cultivares de A. xanthorrhiza

Alelos
Locus 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
118 136 | 142 209
co7 o122 125 131 103 197 200 205 @'
0.027 0.177 0378 0.174 0.018 0.009 0.022 0.086 0.055 0.049 0.004
cog 172 177 181 190 200 210 219 225
0.177 0.167 0.189 0.144 0.131 0.088 0.046 0.058
165
ces 139 145 148 151 155 161 T 170 175 179
0.049 0226 0054 0.106 0.125 0.058 0.036 0.115 0.161 0.071
200 239 243 290 303 . o 327 335
css T 230 235 PR ™ 247 250 262 268 277 280 °T AT AT BT
0.009 0.089 0076 0.071 0.031 0051 0021 0.054 0.168 0.110 0.051 0.098 0.036 0.082 0.009 0.045
131
cg7 (857 88 92 9 98 100 105 112 116 120 125
0.009 0.039 0.107 0.042 0.039 0.199 0.161 0.170 0.080 0.086 0.051 0.018
172 207
D34 180 186 189 194 197 202 '
0.018 0036 0.196 0.179 0339 0.098 0.116 0.018
289
D43 170 180 186 | 192 256 264 276 284 |
0.125 0400 0.101 0.089 0.010 0.033 0.112 0.100 0.025 0.004
277 sgg 305 314
D55 215 225 230 239 243 250 255 266 ' 281 294 o
0.045 0119 0.021 0.063 0.101 0.190 0.155 0.077 0.036 0.068 0.045 0.063 0.009 0.009
190 198
Dg5 155 160 165 170 175 180 AT
0.250 0.250 0.036 0.241 0.054 0.098 0.054 0.018
Alelo raro <5-1% 000><>< Alelo comén
Alelo raro <1-0.5% 000 Alelo privado - Cultivar
Alelo raro <0.5% 000 Alelo Unico

P Alelo mas repetido
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Anexo F. Frecuencia genética de los alelos amplificados con 9 locus microsatélite
en A. xanthorrhiza

Cultivar/Alelos 118 122 125 131 136 142 103 107 200 _ 205 _ 209
~ PaliVerde 0.000 0500 0.281 0.031 0.000 0.000 0.094 0000 0094 0.000 0.000
S  YemaDeHuevo  0.000 0031 0281 0375 0000 0.000 0.000 0.156 0.000 0.156 0.000
X PaliNegra 0.000 0.063 0.250 0.188 0.000 0.000 0.063 0.250 0.000 0.188 0.000
@ BlancaDeTarro 0,000 0.000 0.813 0.000 0.125 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 PaliRusia 0.000 0.208 0.333 0.313 0.000 0.000 0.000 0.042 0.104 0.000 0.000
- AmarillaDeTarro  0.000 0.188 0.375 0.063 0.000 0.000 0.000 0.156 0.188 0.000 0.031
Yucatana 0.188 0.250 0.313 0.250 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Cultivar/Alelos 172 177 181 190 200 210 219 225
» PaliVerde 0313 0.188 0250 0.250 0.000 0.000 0.000 0.000
O  YemaDeHuevo 0313 0333 0229 0000 0125 0.00 0.000 0.000
X PaliNegra 0.000 0.188 0.438 0.063 0.125 0.063 0.063 0.063
© BlancaDeTarro  0.333 0.333 0.000 0.000 0.000 0.333 0.000 0.000
S PaliRusia 0.000 0.000 0.000 0.198 0323 0.125 0.198 0.156
- AmarillaDeTarro  0.281 0.125 0281 0.125 0.094 0.094 0.000 0.000
Yucatana 0.000 0.000 0.125 0.375 0.250 0.000 0.063 0.188
Cultivar/Alelos 139 145 148 151 155 161 165 170 175 179
< PaliVerde 0.000 0.156 0250 0.094 0156 0094 0000 0.156 0.094 0.000
$  YemaDeHuevo 0031 0094 0125 0250 0.219 0.063 0.000 0.000 0.188 0.031
X PaliNegra 0.000 0.250 0.000 0.000 0250 0.250 0.000 0.000 0.094 0.156
© BlancaDeTarro  0.063 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.313 0.250 0.313
S PaliRusia 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000
= AmarillaDeTarro  0.250 0.333 0.000 0.083 0.000 0.000 0.250 0.083 0.000 0.000
Yucatana 0.000 0.250 0.000 0.250 0.250 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000
Cultivar/Alelos 200 230 235 _ 239 243 247 250 262 268 277 280 _ 290 303 310 327 _ 335
o PaliVerde 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0229 0063 0188 0000 0000 0.104 0.000 0000 0.417 0.000 0.000
& YemaDeHuevo  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.083 0.000 0.396 0.396 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
% PaliNegra 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.625 0.375 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
@ BlancaDeTarro  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.688 0.000 0.000 0.000 0.313
S PaliRusia 0.000 0.125 0.375 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
= AmarillaDeTarro  0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.000 0.063 0.000 0.250 0.000 0.063 0.000
Yucatana 0.063  0.000 0.156 0.000 0.219 0.000 0.000 0.188 0.031 0.000 0.188 0.000 0.000 0.156 0.000 0.000
Cultivar/Alelos 85 88 92 9% 98 100 105 112 116 120 125 131
~ PaliVerde 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.438 0063 0375 0.25 0.000 0.00 0.000
8 YemaDeHuevo  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0313 0.188 0.000 0.313 0.188 0.000 0.000
% PaliNegra 0.000 0.000 0.167 0.083 0.042 0.250 0.083 0.125 0.125 0.083 0.042 0.000
@ BlancaDeTarro  0.000 0.083 0.208 0.042 0.000 0.333 0.000 0.333 0.000 0.000 0.000 0.000
3 PaliRusia 0.063 0.188 0.375 0.125 0.000 0.063 0.188 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
= AmarillaDeTarro  0.000 0.000 0.000 0.042 0229 0.000 0417 0.188 0.000 0.083 0.042 0.000
Yucatana 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.188 0.167 0.000 0.250 0.271 0.125
Cultivar/Alelos 172 180 186 189 194 197 _ 202 207
<+ PaliVerde 0125 0.000 0500 0.125 0.250 0.000 0.000 0.000
8}  YemaDeHuevo ~ 0.000 0.000 0.000 0.000 0563 0.000 0.438 0.000
% PaliNegra 0.000 0.188 0.313 0.188 0.313 0.000 0.000 0.000
© BlancaDeTarro 0,000 0.000 0250 0.250 0.250 0.125 0.000 0.125
g PaliRusia 0.000 0.000 0.125 0.188 0.313 0.063 0.313 0.000
= AmarillaDeTarro  0.000 0.000 0.188 0.063 0.375 0.375 0.000 0.000
Yucatana 0.000 0.063 0.000 0.438 0.313 0.125 0.063 0.000
Cultivar/Alelos 170 176 180 186 192 256 264 276 284 _ 289
« PaliVerde 0.167 0.333 0167 0.000 0.000 0.000 0.167 0.167 0.00 0.000
S YemaDeHuevo  0.167 0.333 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.292 0.042 0.000
% PaliNegra 0.000 0.625 0.250 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
© BlancaDeTarro  0.094 0.844 0000 0000 0.000 0.031 0.031 0.000 0.000 0.000
S PaliRusia 0.198 0.385 0.000 0.063 0.000 0.156 0.198 0.000 0.000 0.000
= AmarillaDeTarro 0250 0.083 0.292 0.000 0.042 0.042 0.250 0.000 0.042 0.000
Yucatana 0.000 0.198 0.000 0.271 0.031 0.000 0.135 0.240 0.094 0.031
Cultivar/Alelos 215 225 230 239 243 250 255 266 277 281 294 208 305 314
w Paliverde 0.000 0.000 0000 0.000 0125 0.313 0.000 0063 0000 0000 0063 0375 0000 0.063
& YemaDeHuevo  0.000 0.000 0063 0063 0250 0063 0125 0125 0000 0.125 0.063 0.063 0.063 0.000
X PaliNegra 0.125 0.250 0.000 0.000 0.000 0.250 0.375 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
© BlancaDeTarro  0.000 0.000 0.000 0.188 0.063 0.313 0000 0.000 0.250 0.000 0.188 0.00 0.000 0.000
3 PaliRusia 0.000 0.333 0.083 0.000 0.188 0.000 0.396 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
= AmarillaDeTarro  0.188 0.250 0.000 0.063 0.000 0.125 0.188 0.125 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000
Yucatana 0.000 0.000 0.000 0.125 0.083 0.271 0.000 0.229 0.000 0.292 0.000 0.000 0.000 0.000
Cultivar/Alelos 155 160 165 170 175 180 190 198
» PaliVerde 0500 0375 0000 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000
%€ YemaDeHuevo  0.375 0.375 0.063 0.125 0.000 0.063 0.000 0.000
% PaliNegra 0.500 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 0.000
© BlancaDeTarro 0375 0.625 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
S PaliRusia 0.000 0.063 0.000 0.500 0.000 0.438 0.000 0.000
= AmarillaDeTarro  0.000 0.000 0.000 0.438 0.063 0.000 0.375 0.125
Yucatana 0.000 0.313 0.188 0.000 0.313 0.188 0.000 0.000

Anexo G. Fst
microsatélites.

7 cultivares de arracacha analizados

con 9 marcadores
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Cultivares PaliVerde Yema De Huevo | PaliNegra | Blanca De Tarro | PaliRusia | Amarilla De Tarro | Yucatana
PaliVerde 0.000

YemaDeHuevo 0.082 0.000

PaliNegra 0.094 0.069 0.000

BlancaDeTarro 0.110 0.126 0.140 0.000

PaliRusia 0.130 0.109 0.106 0.165 0.000

AmarillaDeTarro 0.100 0.102 0.095 0.155 0.096 0.000

Yucatana 0.085 0.084 0.111 0.137 0.100 0.091 0.000
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Anexo H. Gst, Dy, Rst y de Jost’s D 7 cultivares de arracacha analizados

marcadores microsatélites.

con 9

. Yema de . Blanca de S Amarilla
Cultivar Paliverde Huevo Palinegra Tarro Palirusia de Tarro Yucatana
PaliVerde 0.000
YemaDeHuevo 0.085 0.000
Gst PaliNegra 0.097 0.073 0.000
BlancaDeTarro 0.113 0.130 0.145 0.000
PaliRusia 0.134 0.112 0.112 0.171 0.000
AmarillaDeTarro 0.103 0.106 0.101 0.160 0.102 0.000
Yucatana 0.089 0.087 0.114 0.142 0.102 0.094 0.000
PaliVerde 0.000
YemaDeHuevo 0.133 0.000
PaliNegra 0.148 0.108 0.000
Dm BlancaDeTarro 0.163 0.191 0.207 0.000
PaliRusia 0.213 0.178 0.167 0.255 0.000
AmarillaDeTarro 0.166 0.171 0.154 0.245 0.157 0.00000
Yucatana 0.141 0.140 0.185 0.216 0.164 0.15548 0.000
PaliVerde 0.000
YemaDeHuevo 0.198 0.000
PaliNegra 0.228 0.162 0.000
Rst BlancaDeTarro 0.278 0.320 0.385 0.000
PaliRusia 0.322 0.265 0.276 0.444 0.000
AmarillaDeTarro 0.242 0.247 0.238 0.413 0.235 0.000
Yucatana 0.199 0.198 0.272 0.3421 0.238 0.212 0.000
PaliVerde -0.096
YemaDeHuevo 0.369 -0.113
Jost's | PaliNegra 0.411 0.297 -0.100
D BlancaDeTarro 0.402 0.509 0.495 -0.066
PaliRusia 0.628 0.529 0.425 0.635 -0.084
AmarillaDeTarro 0.508 0.555 0.423 0.649 0.456 -0.108
Yucatana 0.447 0.456 0.574 0.611 0.510 0.545 -0.119
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