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Resumen y Abstract IX

Resumen

La yuca es un alimento bésico en paises tropicales, contribuyendo a la seguridad alimentaria de los
mismos; aunque es un cultivo de poca exigencia agronémica, sus raices tienen una vida util corta,
ocasionada por el deterioro fisiologico pos cosecha (DFP). En efecto se estudi6 el comportamiento del
(DFP), en raices de Manihot esculenta Crantz, pertenecientes a las familias, GM3732, GM3736, CPDCR1B
y CPDCRS5B; las dos primeras presentan variabilidad en el contenido de carotenoides y materia seca
(MS). Mientras que las dos tltimas segregantes de M. walkerae con variabilidad en términos de DFP, MS
y peso promedio de raiz. El objetivo de estudio fue Identificar, seleccionar y caracterizar genotipos de
Manihot esculenta Crantz por tolerancia al (DFP). Se realizaron 8 ensayos entre los afios 2013, 2014 y
2015, para evaluar las familias descritas, durante su cosecha y pos cosecha, realizado en CIAT, Sucre y
Villavicencio. Se avaluaron las siguientes caracteristicas: DFP, MS, 4cido cianhidrico (HCN), contenido
de escopoletina (ES), contenido total de carotenoides (CTC), beta caroteno (BC) y malondialdehido
(MDA). Se realizaron analisis univariado para cada una de las caracteristicas evaluadas y se diseié un
modelo lineal mixto para explicar el DFP. Correlaciones positivas y significativas fueron encontradas
entre DFP y variables como MS y ES; y correlaciones negativas significativas con CTC y BC. Se lograron
seleccionar 25 genotipos tolerantes y 24 susceptibles a DFP, cuya caracterizacién a nivel genético
arrojo 1093 SNPs, que permitieron identificar 51 genes con potencialidad a ser marcadores moleculares
para el caracter DFP, con sus respectivas composiciones alélicas. El estudio permiti6 verificar que existe
tolerancia al DFP enlas familias estudiadas. La fuente de tolerancia en M. esculenta (segregante carotenos)
revelo 15 genes mientras que las familias segregantes de M. walkerae revelo 36 genes involucrados en la
tolerancia a DFP.

Palabras clave: SNP, genes, tolerante, susceptible, seleccion, correlacion



X Identificacion, seleccion y caracterizacién genética de genotipos de Manihot esculenta Crantz,
por tolerancia al deterioro fisioldgico pos-cosecha

Abstract

Cassava is a staple food in tropical countties, contributing to food security; although it is a crop of little
agronomic exigency, its roots have a short useful life, caused by the postharvest physiological
deterioration (PPD). Indeed, will study the behavior of (PPD), in roots of Manihot esculenta Crantz,
belonging to the families, GM3732, GM3736, CPDCR1B and CPDCR5B; The first two presents
variability in the content of carotenoids and dry matter (DM). While the last two segregants of M.
walkerae with variability in terms of PPD, MS and root mean weight. The objective of the study was to
identify, select and charactetrize Manihot esculenta Crantz genotypes by tolerance to (PPD). Eight trials
were carried out between 2013, 2014 and 2015, to evaluate the families described, during their harvest
and post-harvest, at CIAT, Sucre and Villavicencio. The following characteristics were evaluated: PPD,
MS, hydrocyanic acid (HCN), scopoletin content (SC), total carotenoid content (TCC), beta carotene
(BC) and malondialdehyde (MDA). Univariate analysis was performed for each of the evaluated
characteristics and a mixed linear model was designed to explain PPD. Positive and significant
correlations were found between PPD and variables such as DM and SC; And significant negative
correlations with TCC and BC. It was possible to select 25 tolerant genotypes and 24 susceptible to
PPD, whose genetic characterization yielded 1093 SNPs, which allowed to identify 51 genes with
potential to be molecular markers for the PPD character, with their respective allelic compositions. The
study allowed to verify that there is tolerance to PPD in the families studied. The tolerance source in M.
esculenta (segregating carotene) revealed 15 genes while segregating families of M. walkerae revealed 36
genes involved in PPD tolerance.

Keywords: SNP, genes, tolerant, susceptible, selection, correlation
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1. Introduccion

La yuca (Manihot escnlenta Crantz) es uno de los alimentos basicos en las zonas tropicales del mundo y su
produccién juega un papel importante en la seguridad alimentaria a nivel mundial, especialmente en
areas que se encuentran en desarrollo, como Aftica, Asia-Pacifico y América del Sur (Nassar ez al., 2007,
Montagnac ¢ al, 2009); junto con el maiz, la cafia de azucar y el arroz, constituyen la fuente mas
importante de energfa, en la dieta de la mayoria de los paises tropicales del mundo (Ceballos ¢ a/., 2011).

El cultivo de la yuca, es un cultivo resistente que se produce bajo condiciones adversas, y un recurso
alimenticio seguro en épocas en las que, otros cultivos, han fracasado a causa de las condiciones de
crecimiento, como por ejemplo suelos infértiles (Falade y Akingbala, 2011). Este cultivo se ha descrito
como una fuente de pocos nutrientes, debido a su bajo contenido y calidad de proteinas (Hahn ez a/,
1985), y por sus contenidos cianogenicos (Cooke ¢z al, 1981), pero sus raices contienen de 30 a 40% de
materia seca, la cual esta constituida hasta en un 85% por almidén (Cock, 1984), éste se emplea como
alimento bésico en la dieta de gran parte de la poblacién mundial (Casey, e a/, 2000). La mayor parte
de la producciéon mundial de yuca es empleada como alimento para consumo humano de forma directa
y de forma indirecta como alimento para el ganado (Falade y Akingbala, 2011).

Aunque la yuca es relativamente facil de cultivar, incluso en suelos pobres y en condiciones de sequia,
las raices presentan una corta vida util, que esta alrededor de uno a tres dias, ocasionado por el detetioro
fisiolégico pos cosecha (DFP), que puede generar pérdidas econémicas significativas, esto sucede entre
dos a tres dias después de cosecha, cuando las raices presentan un rayado vascular de color azul oscuro,
confiriendo caracteristicas no palatables e incomerciables, afectando significativamente el valor
econémico del cultivo (Bayoumi ef af, 2008a), generando posibilidades de produccién limitadas y
reduciendo el tiempo de transporte y almacenamiento de las raices. E1 DFP en yuca esta relacionado
con el escarificado de las capas de la peridermis, esclerénquima y parénquima cortical, hasta dejar
expuesto el parénquima de almacenamiento causado por el dafilo mecanico durante la cosecha (Huang
et al., 2001).

Ademas el DFP depende del cultivar y de las condiciones ambientales, es un proceso puramente
fisiolégico, aunque puede aparecer subsecuentemente por deterioro microbiolégico (Reilly e af., 2003).
Los sintomas desarrollados por el DFP son exhibidos por un rayado azul oscuro del tejido vascular,
oclusiones de color marrén, y formacion de depdsitos quimicos en las regiones donde se han generado
heridas al xilema de la raiz, generando la decoloracion del parénquima de almacenamiento, acompafiado
de un sabor y olor desagradable (Reilly e a/, 2001, 2007). Estas caracteristicas observables del DFP, es
acompafiado por compuestos fluorescentes que son observados sometiendo el parénquima de la raiz
bajo luz ultravioleta y han sido identificados como hidroxicumarinas, dichos compuestos son conocidos
como scopolin, scopoletin y esculin (Buschmann, ez a/., 2000a), siendo el scopoletin el compuesto de
mayor fluorescencia (Rickard, 1982) y se encuentra ausente o presenta baja incidencia en raices frescas.

Se han reportado estudios, en los que se han empleado clones de yuca mejorados por contenido de
carotenoides, con un promedio de contenido total de carotenoides de 10ug/g, en los que después de 20
y 40 dias, no se presenté dafio alguno por DFP en raices enteras (Morante ez al., 2010), que puede ser
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explicado por las propiedades antioxidantes de los carotenoides, ya que el DFP es bdsicamente un
proceso oxidativo (Reilly 7 af., 2003).

Desafortunadamente la variabilidad genética para la caracteristica del DFP es limitada en Manibhot
esculenta, pot lo tanto se han intentado cruzamientos interespecificos con otras especies de Manihot con
el propésito de realizar la introgresion de alelos utiles (Ceballos ef al,, 2004). En este sentido Fregene ef
al., (2004) reporto una nueva fuente de genes que produce una rapida disminucién al DFP, identificada
en un hibrido interespecifico llamado CW429-1, obtenido mediante el cruzamiento entre la yuca
cultivada y la especie silvestre Manibot walkerae. Este hibrido se ha empleado en la generacién de
poblaciones segregantes con el fin de identificar genotipos con tolerancia al DFP (Cuambe, 2007). Por
lo tanto se requiere identificar genotipos dentro de las familias generadas a partir de dicho hibrido, que
presenten tolerancia al DFP, ademés de la evaluaciéon de familias segregantes en contenidos de
carotenoides totales mediante su respuesta al DFP; de tal forma que permita la obtencién de genotipos,
que promueva la posibilidad, de direccionar programas de mejoramiento genético en torno a obtener
tolerancia al DFP, y lograr realizar el seguimiento a la segregacién genética haciendo uso de las
herramientas moleculares y que permita en estudios posteriores obtener genotipos mejorados haciendo
uso del mejoramiento convencional.

Problema de estudio
No existen genotipos de Manzhot esculenta Crantz con tolerancia al deterioro fisiolégico pos cosecha

1.1 Hipotesis

» Genotipos segregantes en contenidos de carotenoides asociados a tolerancia en deterioro
fisiolbgico pos cosecha en la rafz.

»  Genotipos segregantes del hibrido interespecifico CW429-1 poseen alta tolerancia al detetioro
fisiologico pos cosecha.

1.2 Objetivo general

Identificar, seleccionar y caracterizar, genotipos de Manihot esculenta Crantz con tolerancia al detetioro
fisiol6gico pos cosecha (DFP).

1.3 Objetivos especificos

Determinar si hay asociacién entre la actividad antioxidante y la reduccién a DFP.
Identificar genotipos con alto carotenoides y por ende tolerancia a DFP.

Evaluar la variabilidad de las familias segregantes del hibrido CW429-1 por DFP
Seleccionar genotipos segregantes del hibrido CW429-1 por tolerancia a DFP
Caracterizar mediante genética de asociaciéon genotipos contrastantes a DFP

VVVVY
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Manihot esculenta Crantz

Todas las especies del genero Manihot son nativas del Neotrépico, las demas especies fueron introducidas
luego del descubrimiento de América; cerca de 98 especies pertenecen al género Maniboty su arquitectura
es diversa, entre las que se encuentran: arbustos, subarbustos y arboles (Rogers y Appan, 1973).

La yuca cultivada (Manihot esculenta Crantz), pertenece a la familia Euphorbiaceae, de la cual hacen parte
6300 especies (Wurdack ef al., 2005), entre las que se destacan plantas importantes agronémicamente
como Ricinus communis y Hevea brazilienesis (Reilly, 2001), cuya caracteristica en comun es la presencia de
vasos laticiferos desarrollados y la produccién de latex (Ceballos y De la Cruz, 2002); fue originada a
partir de poblaciones silvestres de Manihot esculenta ssp. Flabellifolia (Allem, 1999) en Sur América,
especificamente a lo largo de la frontera sur de la cuenca del Amazonas (Olsen y Schaal, 1999). La
domesticacién de la yuca fue realizada por los indigenas sur americanos en el periodo comprendido entre
12000 a 7000 afios atras (Olsen y Schaal, 1999).

El cultivo de la yuca se puede llevar a cabo en todas las tierras bajas del trépico, entre los 30° sut y 30°
norte de la linea del ecuador; en sitios donde la temperatura media anual estd por encima de 18°C
(Nassar, 2007). Es una especie de polinizacién cruzada (alogama), posee 2n=36 cromosomas y se
considera anfidiploide o alopoliploide secuencial (El-Sharkawy, 2004).

Estas especies presentan su mayor diversidad en dos dreas, una en el noreste de Brasil, extendiéndose
hacia Paraguay y la otra en el occidente y sur de México (Jennings e Iglesias, 2002); también se conoce
ala yuca en otros idiomas como cassava, mandioca, tapioca, manioc, manioca, suahili, mhogo y omowgo
(Ceballos y De la Cruz, 2002).

De las 98 especies descritas del genero Manibot, dnicamente M. esculenta es ampliamente cultivada,
principalmente por sus raices feculentas y comestibles, siguiéndole en menor proporcién M. glaziovii,
como una fuente de caucho (Reilly, 2001). Tambien se han reportado especies relacionadas a M. esculenta
como M. cathaginensis, M. aesculifolia y M. leptophylla, que producen raices comestibles y pudieron ser
cultivadas a pequefia escala (Allem ez a/, 2000).

A pesar de que M. esculenta es una especie perenne, sus raices pueden ser cosechadas de 6 a 24 meses
después de la siembra; ademas, debido a su tolerancia a suelos pobres y condiciones climaticas adversas,
es cultivada generalmente por pequefios agricultores como un cultivo de subsistencia, en un rango
diverso de sistemas agricolas y alimenticios (Cunha, 2002).



Marco referencial 23

2.1.1 Morfologia

Las caracteristicas morfolégicas de la yuca son variables, lo cual indica un alto grado de hibridacién
interespecifica (Cunha, 2002). Es una especie monoica, cuyas flores pistiladas abren de 10 a 14 dias antes
que las flores estaminadas en la misma rama; la autopolinizacion ocurre debido a que flores masculinas
y femeninas de diferentes ramas o diferentes plantas del mismo genotipo, abren al mismo tiempo
(Jennings e Iglesias, 2002); algunos genotipos florecen relativamente temprano, alrededor de 4 a 5 meses
después de plantados, y otros solo después de 8 a 10 meses (Ceballos ez 4/, 2010). Los frutos son capsulas
triloculares, de forma ovoide o globular con didmetro de 1 a 1.5 cm y con seis atistas prominentes
dispuestas de forma longitudinal (Cunha, 2002). Cada l6culo contiene una sola semilla, que es de forma
ovoide-elipsoidal y mide alrededor de 1 cm de largo, 6 mm de ancho y 4 mm de espesor; cuya testa es
lisa, de color café, con moteado gris (Ceballos y De la Cruz, 2002).

La planta de yuca se constituye como un arbusto que alcanza de 1 a 4 metros de altura, presentando dos
tipos de planta: erecta con o sin ramificaciones en la parte superior, o ramificadas a lo largo de la planta

(Cunha, 2002).

El tallo es empleado para la multiplicacién vegetativa o asexual y es utilizado como semilla comercial.
En su estado maduro es cilindrico con un didmetro de 2 a 6 cm y presenta 3 colores bésicos, gris-
plateado, morado y amarillo verdoso (Ceballos y De la Cruz, 2002). En cuanto a las hojas, estas se
caracterizan por ser simples y estan formadas por la lamina y el peciolo, es lobulada con venas palmeadas;
por lo general posee un nimero impar de 16bulos que esta entre 3 y 9 (en algunas ocasiones es 11)
(Cunha, 2002). Las hojas maduras son glabras y cada hoja esta rodeada por dos estipulas de 0,52 1,0 cm
de largo, que permanecen unidas al tallo, hasta que la hoja estd completamente desarrollada (CIAT 1984).

Por otro lado las raices son el principal 6rgano vertedero de la yuca, pero cuando las plantas son
propagadas a partir de semilla verdadera (sexual), se desarrolla una raiz primaria pivotante y varias raices
secundarias (Cunha, 2002). Aparentemente, la rafz primaria evoluciona para convertirse en una raiz
feculenta. Cuando la planta proviene de estacas, las raices son adventicias y son formadas en la base
inferior cicatrizada de la estaca; estas raices al desarrollarse, inicialmente forman un sistema fibroso, que
después por lo menos 10 raices, inician su engrosamiento y se convierten en raices tuberosas (Ceballos
y De la Cruz, 2002).

2.1.2 Importancia del cultivo de la yuca

La mayor parte de la poblacién mundial depende de una dieta a base de plantas, entre las cuales se
encuentra la yuca (Manihot esculenta Crantz), que es la tercera fuente mds importante de calorias en los
trépicos, después del arroz y el maiz!, y es el sexto cultivo alimenticio mas importante después de la cafia
de azucar, maiz, arroz, trigo y papa, en términos de produccion global anual; se cultiva principalmente
por sus raices tuberosas y feculentas, que son el alimento basico para mas de 800 millones de personas,
especialmente en el Africa subsahariana, pero también en otras partes de Africa, Asia, Pacifico y Sur de
América (Burns ez a/., 2010).

Para el 2013 la produccién mundial de yuca estuvo alrededor de 276.7 millones de toneladas, siendo
Nigeria el mayor productor con 53 millones de toneladas, seguido por Tailandia con 30.2 millones de

L http:/ /www.fao.org/ag/agp/agpc/geds/index_en html. FAO (2013). “Why Cassava?”
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toneladas, como se presenta en la tabla 0-1, que muestra los principales paises productores de yuca a

nivel mundial?.

Tabla 0-1. Principales paises productores de yuca. Datos oficiales de la FAO, FAOSTAT (2015).

Posicién mundial Pais Jfﬁoﬁ?intjzg:zs)
1 Nigeria 53
2 Tailandia 30.22
3 Indonesia 23.93
4 Brasil 21.48
5 Republica Democratica Del Congo 16.5
25 Colombia 2.2

De acuerdo a los registros de la FAO (FAOSTAT, 2015), la produccién por continente presenta a Africa
como la potencia en el cultivo de yuca, seguido de Asia; datos mostrados en la figura 0-1. Dicha
produccién de yuca es aportada por 104 paises en el mundo, y cuyo principal producto alimenticio a
partir del cultivo, son las rafces feculentas, que se emplean para consumo humano y pueden ser
cosechadas hasta después de tres aflos, luego de haber alcanzado su madurez fisiolégica; permitiendo

almacenar las rafces durante periodos de inestabilidad social y agticola (De Vties ef al., 2010).

Figura 0-1. Producciéon de yuca (millones de toneladas) por continente. Datos oficiales de la FAO,

FAOSTAT (2015)

0,2635

m Africa
W Américas
W Asia

m Oceania

Las raices almidonosas de yuca son una fuente valiosa de energia y se pueden cocinar o procesar de
diferentes formas para consumo humano; ademds se pueden emplear para la obtencién de almidones

2 http:/ /faostat3.fao.otg/download/Q/QC/S
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nativos o fermentados y como trozos secos, harinas o pellets para alimentaciéon animal (Ceballos e a/,

2004).

Por otro lado, la industria de biocombustibles y bioplasticos esta generando una nueva demanda en la
produccién de yuca, empleandola como materia prima, esto ayudado por el incremento en los precios
del petréleo (Ceballos e al, 2012). Es asi como yucas azucaradas pueden disminuir los costos
econémicos y ambientales de la fermentacién de carbohidratos a etanol o acido lactico (Carvalho ef 4/,

2004).

A pesar de la diversidad de usos que tienen la raices de yuca, estas presentan baja capacidad de
almacenamiento en condiciones de anaquel, a causa del DFP, que inicia de uno a tres dias después de la
cosecha (Beeching, ¢z al., 1998), atectando la palatabilidad y reduciendo el valor comercial, cuyas pérdidas
pueden alcanzar mas del 90 % de las rafces cosechadas (Wheatley ¢ a/., 1985a).

2.1.3 Deterioro pos cosecha en yuca

El deterioro puede estar divido en 2 tipos, el primero llamado deterioro primario o deterioro fisiolégico
pos-cosecha (DFP), el cual se caracteriza por ser un proceso enddgeno en el que se presenta una
coloracién azul oscuro de los vasos del xilema (Noon y Booth, 1977), y el segundo denominado como
deterioro secundatio o deterioro microbiano, generado por la presencia de microorganismos como
bacterias y hongos (Huang ez al., 2001).

2.1.4 Deterioro Fisiolégico pos cosecha en yuca (DFP)

La parte mas importante de la rafz de yuca, es la pulpa o parénquima (porcién comestible), donde se
concentran los recursos de almidén de la planta. El parénquima contiene vasos del xilema distribuidos
en forma de venas; el centro de la raiz contiene el corazén, compuesto de xilégeno fibroso, mientras la
periferia de la rafz contiene estratos de floema, esclerénquima, y peridermis, que forman la piel (figura
0-2) (Wheatley ez al., 1985a).

Figura 0-2. Seccién transversal de la raiz de yuca (Hunt ez 4/, 1977)

1. Peridermis

2. Esclerénquima

3. Parénquima Cortical

4. Floema

5. Cambium

6. Parénquima de almacenamiento
7. Vasos del xilema

8. Vasos del xilema y fibras

El deterioro primario o DFP fue observado por primera vez en Argentina en 1928, y fue descrito por
Castagnino (1943) como la aparicién de venas de color azul oscuro, que coincide con el desarrollo de
un sabor amargo. Més tarde Pacheco (1952) se referia a este fenémeno como un rayado de color azul-
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ceniza, en los vasos del xilema. Un estudio mas detallado realizado por Drummond (1953), reporto un
rayado radial negro, que se desarroll6 en las raices de yuca dentro de las 48 horas después de la cosecha.

Los términos rayado vascular “Vascular Streaking” y decoloracién vascular “Vascular Discoloration”,
fueron introducidos por Averre (1967), quien describe una decoloraciéon azul oscura de los haces
vasculares: los sintomas comienzan en las superficies cortadas, a menudo en la periferia de la raiz, y en
pocos dias avanza a lo largo de la longitud de la rafz.

Dentro de las 48 horas después de la cosecha, las raices de yuca sufren una respuesta a estrés abidtico
que se conoce como deterioro fisiolégico pos cosecha (DFP) (Beeching ef al., 1998), y como ya se
describio, es observado como una decoloraciéon del tejido vascular y el parénquima de almacenamiento,
y se acompafia por cambios bioquimicos que son tipicos de respuesta a heridas en otros sistemas de
plantas (Beeching ¢# al., 1994). El inicio y posterior grado de detetioro, esta estrechamente relacionado
con la presencia de dafio mecanico, que por lo general ocurre durante la cosecha (Wheatley ¢ a/., 1985a).
Algunas caracteristicas varietales (longitud de raiz, presencia de pedinculos largos, etc.), textura y grado
de compactacién del suelo y métodos de cosecha (manual o mecanico), son algunos de los factores que
afectan la incidencia del dafilo mecéanico en la rafz (Cock ez a/., 1978). El efecto inmediato generado por
las escarificaciones en el tejido de la raiz almidonosa, se desarrolla como un trastorno fisico de las
barreras protectoras, es asi como tejidos cercanos a la zona de la herida, probablemente experimentan
deshidratacién, disminucién de los niveles de didxido de carbono, incremento en los niveles de oxigeno
y aumenta la exposicion a microorganismos (Beeching ez /., 1994). Sin embargo los aspectos necesarios
para la supervivencia como el curado y cicatrizacién, no se expresan de forma adecuada y son menos
localizados en raices de yuca cosechadas (Booth, 1976; Rickard and Coursey 1981).

2.2. Moléculas involucradas en el deterior pos cosecha en
yuca

2.2.1 Hidroxicumarinas

Las cumarinas tienen como precursor comun una benzo-a-pirona. Su origen biogenético las caracteriza
como compuestos detivados del fenilpropano debido a su estructura basica Ce-Cs, que representan el
sistema lactona (Waksmundzka y Hawryl, 2008). Bilégicamente, las cumarinas son derivadas del
fenilpropano y a través del ciclo del acido shiquimico dan lugar a acido trans- cindmico. El acido trans-
cinamico pasa a su glucésido el acido o-cumarico y la cumarina. En un ciclo similar el acido p-cumarico
pasa a umbeliferona. El isopreno activo esta unido a la molécula de cumarina sencilla y forma furano y
piranocumarinas por medio de la ciclacién (Estevez y Gonzales, 1997).

De acuerdo con su estructura quimica, las cumarinas se pueden clasificar en 4 grupos bésicos: benzo-o-
pirona, isocumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas (Waksmundzka y Hawryl, 2008). Las
cumarinas pueden aparecer en las plantas como moléculas libres o en combinacién con glucédsidos. La
mayoria de cumarinas en la forma aglicona poseen sustituyentes como hidroxilo, metdxilo y alquilo en
la posicion 7y, algunas veces en las posiciones 5, 6 y 8 (figura 0-3). Su solubilidad depende de la presencia
de grupos hidroxilos fendlicos y enlaces glucésidos. Los glucdsidos cumarinicos son solubles en agua y
en solventes polares como metanol y etanol, el furano y piranocumarinas son solubles en solventes
polares y medianamente polares, tales como diclorometano, gasolina, y cloroformo. Las cumarinas
revelan fuerte fluorescencia bajo luz ultravioleta, lo que permite una facil identificacion (Waksmundzka
y Hawryl, 2008).
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Figura 0-3. Estructura basica de cumarinas simples. Escopoletina R3=R4=R5=R8=H, R7= OH,
R6=0OCH; (Tomado de Waksmundzka y Hawryl, 2008).
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R6 X R3
R7 O o)
R8

2.2.2 Produccioén de hidroxicumarinas en yuca

Después de iniciado el DFP, la respuesta inicial de la raiz de yuca, es manifestada como una oclusiéon de
los vasos del xilema y la produccién de compuestos fluorescentes en el parénquima; dichas oclusiones
contienen carbohidratos, lipidos y compuestos parecidos a la lignina, ademas en las etapas iniciales se
encuentran fenoles libres, leucoantocianinas y catequinas (Wheatley ¢ a/., 1985a).

En raices de yuca, 1 a 2 dias después de cosecha, se presenta acumulacién de hidroxicumarinas:
escopoletina, con su glucésido escopolina, y esculetina, con su glucésido esculina (Figura 0-4); la
escopoletina, debido a que aumenta su concentracién de 150 a 200 veces, se asume que estd involucrado
en el DFP (Tanaka ef af., 1983; Wheatley y Schwabe, 1985b; Buschmann e a/., 2000b).

Figura 0-4. Hidroxicumarinas identificadas en raices de yuca (Blagbrough e# a/., 2010).
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Especialmente la produccién de escopoletina y algunos compuestos  relacionados como escopolina,
parece ser, que son las moléculas que contribuyen al incremento de la fluorescencia y decoloracion,
durante el proceso de DFP en raices de yuca (Rickard, 1981; Buschmann, e 4/, 2000b). Las
hidroxicumarinas son importantes en la defensa de las plantas, actuando como fitoalexinas (compuestos
antimicrobianos), su biosintesis es inducida, después de varias situaciones de estrés (heridas, infeccién
bacterial o fingica) (Giesemann ef al., 1986; Gutierrez ef al., 1995). Ademas presentan una alta gama de
actividades farmacoldgicas, entre las que se encuentran funciones como anticoagulante (Mueller, 2004).
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Sin embargo su biosintesis en yuca aun no es conocida y no es claramente entendido, como si lo es en
otras plantas (Petersen ez al., 1999). Estudios preliminares, donde se emplearon raices de yuca con DFP,
han reportado al E-icido cindmico como uno de los primeros precursores de la biosintesis de
escopoletina (Figura 0-5) (Bayoumi e/ a/., 2008a).

Bayoumi ¢ al., (2008b), también demostré que en Manihot esculenta, la escopoletina es derivada
principalmente del acido ferulico, o por la O-metilacion del acido cafeico regio especificamente en la
posicién 3.

Durante el DFP, glucésidos cianogénicos como linamarina y las hidroxicumarinas escopoletina y su
glucésido escopolina, se acumulan en las raices de yuca, asi como pequefias cantidades o trazas de
esculetina y su glucosido esculina; estas cuatro hidroxicumarinas estan presentes en pequeflas cantidades
en plantas sanas, pero su biosintesis y/o almacenamiento, son regulados hasta en raices de yuca que
sufren DFP (Bayoumi ez 4/, 2010). En concordancia mientras se desarrolla el DFP, se detectan especies
de oxigeno reactivas (ROS) y se incrementa la actividad de enzimas que modulan las ROS (Reilly ¢z 4/,
2001). Estos datos junto con observaciones donde la exclusion de oxigeno previene el DFP, son
evidencias contundentes de que las ROS y las enzimas que modulan las ROS juegan un papel importante
durante el DFP (Reilly e7 al., 2003).

Figura 0-5. Via biosintética de fenilpropanoides (Bayoumi ez a/., 2008a)
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2.2.3 Carotenoides

Los carotenoides son una clase de hidrocarburos denominados carotenos y cuyos derivados oxigenados
se conocen como xantofilas; se componen de ocho unidades isoprenoides, enlazadas de tal manera que
su disposicién se invierte en el centro de la molécula, quedando los dos grupos metilos centrales en una
relacién de posicion 1,6 y los grupos metilos restantes no terminales, estin en una relaciéon posicional
1,5 (Figura 0-6). Todos los carotenoides pueden set derivados formalmente de la estructura aciclica
CyoHss, con una cadena central larga de dobles enlaces conjugados mediante hidrogenacion,
deshidrogenacién, ciclaciéon u oxidacién o cualquier combinaciéon de estos procesos (International
Agency for Research on Cancer, 1998). La clase también incluye compuestos que se forman de nuevas
disposiciones o degradaciones de la estructura de carbono, garantizando la retencion de los dos grupos
metilos centrales. Los retinoides, inluyendo retinol, acido all-trans retinoico y el acido 9-cis retinoico,
por consiguiente no son incluidos en la clase de carotenoides (International Agency for Research on
Cancer, 1998).

Al respecto conviene decir que los carotenoides son pigmentos naturales muy generalizados, no solo en
las plantas sino también en bacterias, hongos, levaduras, algas y animales no mamiferos. Ejemplos
conocidos de la coloracién de carotenoides incluyen el amarillo de los girasoles, el naranja de las
zanahorias, el rojo de los tomates, el oro de peces de colores, el rosa de la carne de salmén y las plumas
rojas y amarillas de aves como los jilgueros. Se enumeran 750 carotenoides diferentes que han sido
aislados de fuentes naturales, de los cuales 500 se han caracterizado de forma satisfactoria (Britton, 2008).
Solo 50 carotenoides estin presentes en la dieta humana, pero solo seis son ubicuos en el suero humano,
los cuales son: B-caroteno, x-caroteno, 3-criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina (Rao y Rao, 2007),
cuyas estructuras quimicas se presentan en la figura 0-7. La principal funcién conocida de los
carotenoides en lo seres humanos es la de servir como precursores de vitamina A relacionado a
retinoides, tales como retinol, retinal y acido retinoico, que desempefian papeles importantes en el ciclo
visual y en la regulacién del gen relacionado con muchos procesos de desarrollo fisiolégicos (Grune ef
al., 2010).

Figura 0-6. Estructura bésica de los carotenoides, construida a partir de ocho unidades isoprenoides
(International Agency for Research on Cancer, 1998)
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Figura 0-7. Estructuras de los principales carotenoides en los alimentos y zeaxantina (Rodriguez-
Amaya y Kimura, 2004)
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Se ha reportado que los carotenoides presentan propiedades antioxidantes, especificamente por su
habilidad para atrapar el oxigeno singlete o interactuar con radicales libres (Palozza y Krinsky, 1992). La
capacidad de los carotenoides para atrapar el oxigeno singlete, se ha relacionado con el sistema
conjugado de dobles enlaces, mostrando maxima eficiencia, aquellos carotenoides conformados por
nueve o mas enlaces dobles conjugados (Foote ez a/., 1970), entre los que se encuentran el 3-caroteno,
a-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina, zeaxantina, entre otros. En este sentido en el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), mediante el screening de germoplasma de la colecciéon de
yuca, se encontr6 una relacion entre el contenido de carotenoides en la rafz y DFP; donde raices que
presentaban una concentraciéon por encima de 5 mg por Kg de peso fresco, reducian la respuesta al DFP
(Chavez et al., 2000). Sanchez et al., (2000), también encontré una relacion inversa entre la concentracion
de carotenoides totales y DFP, sugiriendo que raices de yuca con niveles mds altos de carotenoides
totales, no s6lo son mas nutritivos, sino que reduce o retarda el DFP de uno a dos dfas adicionales. Sin
embargo, Morante e¢f al., (2010), logrd un incremento significativo en el contenido de carotenoides a
través del mejoramiento genético, con promedios altos de 10,2 pg/g y ello supuso tolerancia a DFP en
clones de raices amarillas, hasta 40 dias de almacenamiento a temperatura ambiente; mientras que
genotipos con niveles mas bajo en carotenoides, sufren dafios considerables en cuanto a DFP,
planteando que posiblemente es necesario un umbral de concentracién minima de carotenoides
(>9,1ug/g), para que las propiedades antioxidantes sean efectivas.

2.2.4 Malondialdehido

El malondialdehido (o malonaldehido) MDA, es una molécula con dos grupos aldehidos. En
condiciones acuosas exhibe varios pH y formas estructurales dependientes de la edad, que incluyen
tautémeros ceto-enol, formas de enlaces de hidrogeno intramolecular e intermolecular, dimeros y
trimeros (Acworth y Oxon, 2003). E1 MDA, es uno de los productos secundarios bien conocidos de la
peroxidacién de lipidos, después de la exposicién a especies reactivas de oxigeno y radicales libres, se
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pueden utilizar como un indicador de lesién de la membrana celular (Esterbauer e a/, 1991). También
se considera uno de los productos finales del proceso de peroxidacién de lipidos y es formado durante
la degeneracién oxidativa como producto de radicales libres de oxigeno y es aceptado como un indicador
de peroxidacion lipidica (Alam, ez al., 2013).

2.3 Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos nucleares, son ubicaciones especificas de un segmento de ADN con una
ubicacion fisica identificable (locus) en un cromosoma, que sirven como puntos de referencia, para el
analisis del genoma (Lefebvre ez a/., 1995; Young, 1994). Estos permiten la diferenciacion entre genotipos
y se heredan de acuerdo a las leyes de herencia Mendeliana. Mediante su vinculacién con los genes
importantes, estos facilitan la deteccion de diferencias en la informaciéon genética realizada a los
individuos (Lefebvre ez al., 1995). Los marcadores genéticos son basicamente de dos tipos: Marcadores
morfolégicos y marcadores moleculares (Kumar, 1999).

2.3.1 Marcadores Morfologicos

La herencia de estos marcadores se puede controlar visualmente sin técnicas bioquimicas o moleculares
especializadas; especificamente son rasgos morfologicos que son controlados por un dnico locus,
pueden ser utilizados como marcadores genéticos siempre que su expresion sea reproducible en un rango
de entornos (Kumar, 1999). Ademas del medio ambiente, la expresién de tales marcadores también se
ve alterada por las interacciones epistaticas y pleiotropicas. El nimero de marcadores morfoldgicos es
limitado; sus alelos interactian de una manera dominante-recesivo, haciendo asi imposible distinguir los
individuos heterocigotos de los individuos homocigotos (Kumar, 1999).

2.3.2 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares son aquellos que incluyen constituyentes bioquimicos, como por ejemplo
metabolitos secundarios, macromoléculas y acido desoxirribonucleico (ADN). El analisis de metabolitos
secundarios es sin embargo, restringido a aquellas plantas que producen un intervalo adecuado de
metabolitos, permitiendo ser analizados facilmente y distinguir entre variedades; los cuales deben ser
neutros a practicas y efectos ambientales. Entre los marcadores moleculares utilizados, los de ADN son
los mas adecuados y ubicuos en la mayoria de organismos vivos (Swati ¢7 al., 1999).

Aquellos marcadores que revelan polimorfismos a nivel de proteinas se conocen como marcadores
bioquimicos, mientras que los marcadores de ADN revelan polimorfismos a nivel del ADN; en este
sentido marcadores bioquimicos son proteinas producidas como resultado de la expresién de genes, que
se pueden separar por electroforesis para identificar los alelos (Kumar, 1999). Las proteinas cominmente
utilizados como marcadores son las isoenzimas, que son formas variantes de la misma enzima
(Vodenicharova, 1989). Estos marcadores revelan diferencias en la secuencia y funciéon de genes como
marcadores codominantes. Sin embargo, su uso esta limitado, debido a que son limitados en cualquier
especie de cultivo y también porque estan sujetos a modificaciones post-traduccionales (Staub, 1982).

Al momento de considerar el uso de marcadores moleculares para estudios genéticos, se debe considerar
dos puntos importantes: el primero a nivel de biologia molecular, es que el genotipado debe ser el mas
simple y de bajo costo, con el objetivo de obtener la mayor cantidad de datos posibles en términos de
genotipificacion. El segundo punto, a nivel estadisticos de acuerdo al tipo de andlisis a realizar, como
las relaciones de dominancia, contenido de la informacién, neutralidad, posicién e independencia
genética de marcadores (Vignal ez al., 2002).
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En este sentido, las vatiaciones alélicas dentro de un genoma de la misma especie se clasifica en tres
grandes grupos, que incluyen diferencias en el numero de repeticiones en tindem en un locus particular
(microsatélites o secuencias simples repetidas SSRs) (Weber y May, 1989), inserciones/delecciones en
segmentos (InDels) (Ophir y Graur, 1997) y polimorfismo de un solo nucle6tido (SNPs) (Wang ¢ al.,
1998). A pesar de que las SSRs, InDels y SNPs son las tres principales variantes alélicas, se han
desarrollado un gran nimero de marcadores moleculares que permiten detectar polimorfismos a pattir
de dichas variantes (Gupta, ez a/, 1999). De acuerdo al método de deteccién y rendimiento, los
marcadores moleculares se pueden dividir en tres grupos principales.

» Bajo rendimiento: marcadotres basados en hibridacién, como polimorfismos de longitud de
fragmentos de restricciéon (RFLPs) (Botstein, e al., 1980).

» Rendimiento medio: basados en PCR que incluyen la amplificacion aleatoria de ADN
polimoérfico (RADP) (Welsh y McClelland, 1990), polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) (Vos et al., 1995) y SSR (Jacob, ez al., 1991).

»  Alto rendimiento: basado en marcadores de secuencia (SNPs) (Wang ¢ al., 1998).

2.3.3 Polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP)

Polimorfismos de un solo nucledtido son posiciones individuales de pares de bases en el ADN
gendémico, en el que existen diferentes alternativas de secuencia (alelos) en individuos normales en
algunas poblaciones. Es decir SNP es el polimorfismo que se produce entre muestras de ADN con
respecto a una sola base y son considerados como los marcadores mas abundantes del genoma (Jehan y
Lakhanpaul, 2006) donde el alelo menos frecuente tiene por lo menos una abundancia del 1% o superior
(Jehan y Lakhanpaul, 2006). Por lo tanto, las variantes de una sola base inserciéon/deleccion (Indels), no
serfan considerados como SNPs (Brookes, 1999).

Los SNPs se han convertido en los marcadores de eleccion, ya que por su abundancia en el genoma, son
extremadamente utiles, para la creaciéon de mapas genéticos de alta densidad (Jehan y Lakhanpaul, 2006).

En el estudio de los SNPs se emplean los siguientes términos a nivel genético que vale la pena recordar
(Yu Liao y Lee, 2010):

v" Alelos: Las formas alternativas de un gen o locus cromosémico que difiere en la secuencia de
ADN.

v" Bi-alélico: Solo dos de cuatro nucleétidos comunes son encontrados en una posicion especifica

4 Etiqueta de secuencia expresada: Sub secuencia corta de una secuencia de ADNc transcrito que

puede utilizarse para la identificacién de genes.

Genotipo: Constituciéon genética hereditaria realizada por organismos vivos

Haplotipos: Es un conjunto de alelos localizados en genes vecinos o secuencias genémicas que

tienden a ser heredados juntos.

v" SNP No-sin6nimos: Vatiacién de un solo nucleétido en la secuencia de codificaciéon que da como

resultado un cambio en la secuencia de aminoacidos.

Fenotipo: Es la manifestacion fisica de la informacion genética.

SNP sinénimos: variaciéon de un solo nucleétido en la secuencia de codificacion, cuyo resultado

no genera ningin cambio en la secuencia de aminoacidos.

<]

AN

Un SNP es un dnico cambio de base, en una secuencia de ADN, con una alternativa habitual de dos
posibles nucledtidos en una posicion dada. Por lo general a nivel practico un SNP es bialélico y en cada
posiciéon de un tramo de secuencia, puede estar presente cualquiera de las cuatro posibles bases de
nucleétidos, pero la probabilidad de que ocurra cambios de dos bases independientes en una misma
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posicién es muy baja (Vignal ez a/, 2002). En la figura 0-8 se presenta un ejemplo de polimorfismo de
un solo nucleétido.

Figura 0-8. Ejemplo de polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) y los haplotipos observados en los
seis sujetos. Se encontraron cuatro SNPs (A/G, C/T, G/A,y C/G/T), los tres primeros son SNPs bi-
alélicos y el ultimo es tri-alélico (Yu Liao y Lee, 2010).

Sueto1 TCGACTACTCTA. ..CGTTCAGGCGT. ..ACGCATTACGGCGTCC
sueto2 TCGACTGCTCTA...CGTTTAGGCGT. ..ACACATTAGGGCGTCC
sueto3 TCGACTACTCTA...CGTTCAGGCGT. ..ACACATTACGGCGTCC
sueto4 TCGACTGCTCTA...CGTTCAGGCGT. ..ACGCATTACGGCGTCC
sueto5 TCGACTACTCTA...CGTTCAGGCGT. ..ACACATTATGGCGTCC
sueto6 TCGACTACTCTA. ..CGTTCAGGCGT. ..ACACATTACGGCGTCC

SNP A/G Cc/T G/A C/G/T

Haplotipos A-C-G-C G-T-A-G A-C-A-C G-C-G-C A-C-A-T

Existen dos tipos de SNPs, de acuerdo al mecanismo de mutacion:

»  Mutacion por transicion: Se presenta cuando ocutte una sustitucion entre purinas (AG) o entre
pirimidinas (C+>T). Por lo general este tipo de sustitucién constituye dos tercios de todo los SNPs
(Vignal ez al., 2002).

» Mutacién por transversion: La sustitucién ocurte entre una purina y una pirimidina o una

pirimidina y una purina (A<C) (A<T) (GC) (GT) (Vignal ez al., 2002).

Los SNPs presentan menor grado de mutacién en comparaciéon con otros marcadores moleculares,
particularmente con los microsatélites. Las bajas tasas de mutacion recurrente hacen de los SNPs
evolutivamente estables, caracterizandolos como excelentes marcadores para el estudio de los rasgos
genéticos complejos y para la comprensién gendmica, a su vez son mas adecuados y facil de seguir en
los estudios poblacionales (Jehan y Lakhanpaul, 2006). Estos marcadores ocurren comunmente en
animales y plantas (Jiang, 2013). Tipicamente, las frecuencias de SNPs estin en un rango de un SNP
cada 100-300 pares de bases en plantas (Edwards, ¢f a/., 2007; Xu, 2010). Se pueden presentar SNPs
dentro de secuencias codificantes de genes, en regiones no codificantes de genes o en las regiones
intergenéticas entre genes en las diferentes frecuencias, en diferentes regiones del cromosoma (Jiang,
2013).

Durante los analisis de SNP se involucran tres pasos importantes. En el primer paso, los SNPs son
identificados y mapeados sobre secuencias de genomas o genes conocidos. En el segundo paso, la
secuencia del genoma puede ser escaneada para la presencia o ausencia de SNPs conocidos. El tercer
paso los SNPs en el genoma pueden ser asociados a un fenotipo especifico, mediante diferentes disefios
de estudio y analisis computacional (Yu Liao y Lee, 2010).
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2.3.4 RAD Sequencing

Sitio de restriccion asociado a secuencia de ADN por sus siglas en inglés (Restriction site Associated
DNA Sequencing RAD-Seq), son fragmentos cortos de ADN adyacente a cada instancia de un sitio
particular de reconocimiento de la enzima de restricciéon (Baird, ez 4/, 2008). Es un método para el
descubrimiento de SNP y genotipado usando secuenciacién por medio de sintesis o hibridacién (Davey
et al., 2013). La hibridacién de etiquetas RAD para microarreglos de ADN, permite la busqueda en
paralelo de miles de marcadores polimérficos trazando un mapa de la variacion natural e induciendo
mutaciones en diversos organismos (Miller e a/., 2007; Lewis, et al., 2007). Aunque las técnicas poderosas
de RAD, ampliamente aplicables, solo pueden analizar una fracciéon de polimorfismos segregantes

(Baird, ez al., 2008).

El proceso de RAD-Seq, consiste en que ADN genémico de multiples muestras de interés, es digerido
con enzimas de restriccion seleccionadas, y adaptadores que contienen etiquetas de muestras especiticas
y finalizan con terminaciones salientes que corresponden al sitio de corte de la enzima de restriccion, los
cuales son ligados a los fragmentos de restriccion digeridos (Davey ez af., 2013). Los adaptadores ligados
a los fragmentos de restriccién son cortados a un tamafio adecuado para la secuenciacion con Illumina
(tipicamente de 300-700 pb), y donde los fragmentos cortados que contienen sitios de restriccién
salientes son amplificados usando la reacciéon en cadena de polimerasa (PCR) y secuenciados,
tipicamente usando secuenciacién Illumina mediante sintesis (Davey ef al., 2013).

Las lecturas de RAD-Seq pueden ser alineadas a genomas de referencia y genotipadas usando
herramientas estandar, disefladas para datos de secuenciacién del genoma entero (Nielsen ef af., 2011),
incluyendo alineadores como BWA (Li y Durbin, 2009) y Stampy (Lunter y Goodson, 2011), y
genotipadores como los construidos en el kit de herramientas para analisis de genomas (GATK;
DePristo et al., 2011) y SAMtools (Li, 2011). RAD-Seq también puede ser usada como una herramienta
nueva, generando grandes grupos de marcadores donde no se tiene disponible un genoma de referencia
(Davey et al., 2013).

Las etiquetas de secuenciacién RAD tienen varias caracteristicas atractivas para el mapeo genético.
Primero, las etiquetas RAD crean una representacioén reducida del genoma, permitiendo sobre poner
secuencias de nucleétidos al lado de los sitios de restriccion y deteccion de SNPs. Segundo, un nimero
adecuado de marcadores para una aplicacién puede ser seleccionado, mediante la elecciéon de enzimas
de restriccién, y el nimero de marcadores puede ser incrementado casi indefinidamente mediante el uso
de enzimas adicionales. Tercero, el acercamiento es adecuado para el genotipado de poblaciones
relacionadas para analisis segregante y también genotipificacién multiple de individuos para
mapeamiento de escala fina (Baird, ez a/, 2008).
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CAPITULO 1

IDENTIFICACION DE GENOTIPOS DE
Manihot esculenta Crantz CON TOLERANCIA AL
DFP EN FAMILIAS SEGREGANTES EN
CAROTENOIDES EN LA RAIZ

RESUMEN

Se estudié el comportamiento del deterioro fisiolégico pos cosecha (DFP), en raices de Manihot esculenta
Crantz, pertenecientes a las familias GM3732 y GM3730, seleccionadas por su variabilidad en el
contenido de carotenoides y materia seca. Se valuaron caracteristicas como contenido de acido
cianhidrico (HCN), contenido total de carotenoides (CTC), contenido de beta caroteno (BC),
escopoletina (ES) y malondialdehido (MDA) durante 4 ensayos distribuidos en los afios 2013 CIAT,
2014 CIAT, 2014 SUCRE y 2015 VILLAVICENCIO. El contenido de MDA evaluado, permiti6 inferir
que los carotenoides no actian como antioxidante, que impida el desarrollo del DFP, demostrando que
el CTC y BC no revela contribucién suficiente, para minimizar el DFP de forma directa. Los analisis
univariados para DFP, MS, HCN, CTC, BC, ES, demostraron que existe alta variabilidad entre genotipos
para las caracteristicas estudiadas, evidenciando que el DFP debe ser evaluado en diferentes localidades
y aflos de cosecha para observar el comportamiento real de cada individuo. El analisis de correlacion de
Pearson arrojo correlaciones significativas entre DFP y ES (0,55 p<0.0001), DFP y MS (0.32 p< 0.0001),
DFP y CTC (-0.28 p<0.0012). Se logrd seleccionar 13 genotipos tolerantes a DFP y 14 susceptibles. La
caracterizacién genética de estos genotipos, posibilit6 la obtencién de 361 SNPs bialélicos y 15 genes
como potenciales candidatos a marcadores moleculares para DFP.

Palabras clave: SNP, genes, tolerante, susceptible, escopoletina, marcadores.
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
GENOTIPOS DE Manihot esculenta Crantz CON
TOLERANCIA AL DFP EN FAMILIAS
SEGREGANTES EN CAROTENOIDES EN LA
RAIZ

1.1 Introduccidon

La yuca es un cultivo unico, debido a que cada una de las partes de la planta puede ser utilizada, siendo
las raices el producto mas importante de la yuca (Ceballos ez a/., 2010). También ofrece la ventaja de
presentar una fecha de cosecha flexible, es decir permite que el agricultor mantenga las raices en el suelo
hasta que realmente, por condiciones de mercado sea necesaria la cosecha (Iglesias ez al., 1997).

Los cultivares de yuca (Manibot esculenta Crantz) a menudo demuestran adaptacién especifica, debido a
su alta sensibilidad a la interaccién genotipo x ambiente; donde el genotipo (G) se refiere al conjunto de
genes que poseen los individuos, que son importantes para la expresion de los caracteres (rasgos) bajo
estudio (Maroya, e# af., 2012). El ambiente (E), es definido como todos los factores no genéticos que
influyen en la expresion de rasgos e incluye todos los factores biofisicos (Basford y Cooper, 1998). En
este sentido la interaccion GxE, es el cambio en el caricter de interés cuando los individuos se cultivan
en diferentes entornos, como resultado de la respuesta diferencial de los genotipos a diversos factores
edafoclimaticos y bidticos (Maroya, ez al., 2012).

En cuanto a composicién, la yuca presenta gran variabilidad en términos genotipicos, ya que depende
del tejido especifico (raiz u hoja) o factores como ubicacion geografica, genotipo, edad fisiologica y
condiciones ambientales. Las raices y hojas constituyen el 50% y 6% respectivamente de la planta de
yuca madura y son las partes de mayor valor nutricional (Tewe y Lutaladio, 2004). La importancia de la
yuca radica en que es un cultivo basico en regiones como Aftrica tropical, Asia y Latinoamerica, por esta
razon es un cultivo objetivo para incrementar su biofortificacion, para lo cual la fundacién Bill y Melinda
Gates ha apoyado la iniciativa mundial para el desarrollo de germoplasma de yuca enriquecida con
nutrientes biodisponibles desde el afio 2005; los objetivos principales de dicha iniciativa son seis:
incrementar minerales zinc y hierro, proteinas, vitaminas A y E, disminuir el contenido cianogénico,
retardar el deterioro pos cosecha y desarrollar variedades resistentes a virus (Montagnac, e# al., 2009).
El DFP, es una de las limitaciones mds importantes en la produccién y comercializaciéon de yuca en
fresco, es asi como Sanchez ef al., (2006), estudiaron el comportamiento de 101 clones de yuca en
términos de DFP, materia seca y contenido total de carotenoides, encontrando una correlacion positiva
débil entre el DFP y materia seca (R?=0.1; p<<0.01) y una relacién inversa entre DFP y contenido total
de carotenoides en las raices (R?=0.515; p<0.01), presumiendo que hay un efecto antioxidante generado
por la actividad antioxidante de los carotenoides sobre la reduccion del DFP.

El objetivo del presente capitulo fue, identificar genotipos segregantes en carotenoides con tolerancia al
DFP, determinar si hay asociacién entre carotenoides y la reducciéon a DFP, y caracterizar a nivel
genético.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Localizacion

Se realizaron 4 cosechas de genotipos de Manibot esculenta Crantz, para evaluacion del DFP y
caracteristicas de interés. Dos de las cuales fueron realizadas en el Centro Internacional de Agricultura
Tropical CIAT ubicado en el municipio de Palmira (Departamento del Valle del Cauca) a 03° 30” latitud
Norte y 76° 30” longitud Oeste, 965 m.s.n.m. con 24 °C de temperatura promedia anual (Cuambe, 2007)
en dos afios consecutivos mayo 2013 y octubre 2014; una cosecha realizada en el municipio de Ovejas-
Sucre a 09° 31 48” latitud Norte, 75° 14’ 017 latitud Oeste, 265 m.s.n.m. con temperatura media anual
de 27°C2 en noviembre 2014 y una cosecha realizada en Corpoica estaciéon la libertad, Villavicencio-
Meta a 04° 03’ 35* 9742’N, 73° 28’ 8.8776’W, 366 m.s.n.m. con 26°C de temperatura promedia anual
(Monroy ¢t al., 2013) Enero 2015.

1.2.2 Material biolégico

A partir de estudios previos realizados en CIAT durante los afios 2011, 2012 y primer semestre 2013 en
90 clones de genotipos pertenecientes a las familias GM3736 y GM3732, en términos de contenido de
carotenos totales, beta caroteno y materia seca en la raiz; se seleccionaron mediante andlisis de Cluster,
los 44 clones que presentaran valores bajos, intermedios y altos en contenido de carotenoides y materia
seca, empleando las raices pertenecientes a tres plantas de cada genotipo para los analisis en las diferentes
épocas de cosecha.

1.2.3 Establecimiento de campo

De cada genotipo se sembraron 10 semillas clénales (estacas) obtenidas a partir de tallos de plantas
cosechadas, realizando siembras durante los aflos 2012, 2013 y 2014, obteniendo 10 plantas por
genotipo. La disposicién de las plantas en el campo experimental fue de 0.8 m entre plantas y 1.20 m
entre surcos, en el centro de caballones (camas) de 30 cm de altura y empleando aleatorizaciéon de
genotipos.

1.2.4 Cuantificacion del contenido de materia seca (MS)

De cada genotipo cosechado, se seleccionan 4 raices de tamafio comercial (5 cm de didmetro y minimo
18 cm de longitud), a las cuales se elimina la epidermis y se homogeniza la pulpa de yuca, usando un
procesador de alimentos en acero inoxidable (SKYMSEN Food Processor MODEL PA-7SE),
obteniéndose una masa uniforme, a partir de la cual se toman tres muestras y con ellas se determinard el
contenido de materia seca MS mediante la técnica reportada por la AOAC (AOAC, 1995), que consiste
en el secado del material en estufa a 105 °C por 24 horas.

orcentaje de materia seca se calcula mediante la ecuacion 1.1. Esta prueba se realizara para
El taje d teti S Icul diante 1 i6n 1.1. Esta prueb li
caracterizar cada uno de los genotipos evaluados en este estudio, permitiendo observar cuales son los
genotipos mas sobresalientes, en cuanto al caracter de interés agronémico y agroindustrial % MS.

2 https://es.wikipedia.org/wiki/Ovejas_(Suctre)
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Peso inicial de la muestra
%MS = - x 100 Ec.1.1
Peso final de la muestra

1.2.5 Cuantificacion del contenido de acido cianhidrico (HCN)

La cuantificacién de HCN total se realiza a todas las muestras de yuca, de cada uno de los genotipos
empleados en el estudio, haciendo uso de la metodologia descrita por Essers ez al., (1993). La cual
consiste en homogeneizar en licuadora 40g de pulpa a temperatura ambiente con 50 ml de medio de
extraccion, durante 3 minutos. Guardar una alicuota del homegenizado en tubos de 20 ml. Centrifugar
una patte del homogenizado antetior durante 10 minutos a 6000 tpm a 25°C.

Almacenar el centrifugado (extracto) a 4°C, el cual es estable por 2 meses. Agregar 0.1 ml del extracto a
tubos con tapa rosca que contengan 0.4 ml de solucién tampédn fosfato 0.1 M pH 7. Agregar 0.1 ml de
linamarasa y tapar. Incubar los tubos a 30 °C durante 15 minutos; terminar la reaccién agregando 0.6 ml
de NaOH 0.2 M. Esperar 5 minutos a temperatura ambiente y agregar 2.8 ml de solucioén tampén fosfato
0.1 M pH 6.0. Analizar espectofotometricamente de la siguiente manera: agregar 0.1 ml de cloramina T,
esperar exactamente 5 minutos, luego adicionar 0.6 ml del reactivo Isonicotinato/1,3-dimetil barbiturato.
Después de 10 minutos, leer la absorbancia a 605 nm. Utilizar una curva standard de KCN, descrita
posteriormente.

Realizar el analisis por duplicado y preparar un blanco, la cuantificacion se realiza empleando la ecuacién
1.2.

Preparacion de la curva standard con cianuro de potasio y obtencion de los resultados

Solucioén Stock: Secar KCN durante 12 horas con H2SO4 concentrado, en un desecador. Preparar una
solucién de 1 mg/ml.

Solucién Standard: Preparar una solucién de 1 ug/mL partiendo de la solucién stock de 1 mg/mL. A
partir de esta solucién se prepara la curva estandar.

CALCULOS

mycy X Vol.corregido X Fd
HCN (ppm) = Ec.1.2
My ps (9)x 0.1

Doénde:

Mycn: rg HCN obtenidos de la curva.

Vol.corregido: Vol. Solucién extractora (50 ml)+ (PF-(PF*(MS/100))).
Fd: Factor de dilucién (Volumen total de dilucién/ volumen de muestra).
PF: Peso fresco de la muestra (40 g en pulpa).

MS: % de Materia Seca de la muestra.

My, pst Masa de la muestra en peso seco.

0.1: Volumen de la muestra diluido empleado en la reaccién

1.2.6 Prediccién de carotenos totales (CTC) y B-caroteno (BC) por
NIRs (Near-infrared spectroscopy)

De cada genotipo se emplearon dos muestras, cada muestra, debidamente homogenizada, con el
procesador de alimentos (SKYMSEN Food Processor MODEL PA-7SE), las muestras se coloca en
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celdas de cuarzo para predicciéon mediante NIRs. El equipo de prediccion permite recoger espectros de
cada muestra, usando un espectrémetro (FOOS 6500, monocromador, con médulo de muestreo, auto
celda). Las muestras se miden con una longitud de onda de 400 nm a 2500 nm (con paso de adquisicién
de 2 nm), obteniendo predicciones eficientes, en cuanto a contenido de materia seca (%), carotenos
totales (u/g) y B-caroteno total (uw/g) (Sanchez ¢t al., 2012).

1.2.7 Evaluacion del Deterioro Fisiolégico Pos Cosecha (DFP)

La evaluacion del DFP en raices de yuca, se efectué empleando el método desarrollado por Wheatley e#
al., (1985a), con algunas modificaciones. Se seleccionaron 6 raices de tamafio comercial, por cada
genotipo, con un tamafio minimo de 18 c¢m, sin dafios mecanicos y sin pudricién de pre cosecha, a cada
raiz, se le eliminaron los extremos proximal y distal, mediante cortes transversales, obteniendo una
longitud de aproximadamente 15 cm, para acelerar el proceso y evitar la contaminacién microbiana, que
tiene lugar durante largos periodos de almacenamiento. La seccién distal fue cubierta con una pelicula
de PVC, para evitar el flujo de oxigeno por este extremo y forzar a que el DFP se desarrolle por el
extremo proximal, el cual se deja descubierto, como se presenta en la figura 1-1; las raices se almacenaron
a temperatura ambiente, en un lugar protegido del sol y lluvia y expuesto al aire libre. Las raices se
evaluaron después de 5 dias de almacenamiento, realizando 7 cortes de forma transversal a lo largo de
la rafz, comenzando en el extremo proximal y cada corte con un espesor de 2 cm. A cada rodaja obtenida
se le asigné una puntuacién que varfa de 1 a 10, y corresponde al porcentaje de la superficie del corte
que presenta decoloracion del parénquima como se puede observar en la figura 1-2 (1=10%, 2=20%,
etc.). La puntuacién media del DFP para cada raiz se calculé promediando los puntajes de las siete
secciones transversales (rodajas) y por genotipo a través del promedio entre las raices. Genotipos con
valores promedios por debajo de 12% en DFP se consideran tolerantes, por encima del 12% se
consideran susceptibles. Las raices que presentaron sintomas de descomposiciéon microbiana o afectada
por insectos, se descartaron.

Figura 1-1. Montaje de raices para evaluacién de deterioro fisiologico pos cosecha

Cubierta de raiz con
pelicula de PVC

Evaluacion de raices  Almacenamiento a °T ambiente Aseguramiento de la pelicula
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Figura 1-2. Escala de evaluacién de deterioro fisiolégico pos cosecha

‘ I

1.2.8 Cuantificacion del contenido de escopoletina (ES)

. .. PR -
-

Se empleo la metodologia descrita por Sanchez ef al., (2013), con algunas modificaciones. Se pesan 5
gramos de yuca homogenizada, en un tubo falcén de 50 ml; obtenida a partir de las rodajas sin epicarpio,
de raices con DFP que ya han sido evaluadas, la yuca homogenizada se obtiene mediante el uso del
procesador de alimentos en acero inoxidable (SKYMSEN Food Processor MODEL PA-7SE), luego se
adiciona 5 ml de etanol al 98% (J.T. Baker, 9000-03 (USA)), y se homogeniza en un ultraturrax durante
1 minuto. El extracto se centrifugé a 10000 rpm a 25°C por 5 minutos, el sobrenadante se adiciono a
un tubo falcén nuevo; al precipitado se le adiciono 5ml de etanol, se realiz6 vortex por 30 segundos, se
centrifugé de nuevo a las mismas condiciones descritas. Este paso se repite una vez més y los
sobrenadantes se juntaron y re-envasaron en viales de vidrio, por ultimo se concentré la muestra hasta
un volumen de 1 ml en un evaporador de nitrégeno a 80 °C (NEvap 112, Organomation Associates,
Berlin, MA, USA), postetiormente fue filtrado con filtros millex de 0,22pum a viales de HPLC (Agilent
Technologies 1200series, Waldbronn, Alemania), para su inyeccion y posterior cuantificacion.

Para la separacién y cuantificacién de la escopoletina (ES), se emplea una columna de fase inversa
(Techsphere BDS C18, 250 x 4.6 mm, 5 um, HPLC Technology, UK) en un sistema de HPLC (Agilent
Technologies 1200 serie, Waldbronn, Alemania), utilizando un detector DAD (No. DE64257792). La
columna se mantiene a 30 °C. Se usa un gradiente de fase mévil A (0.5% de acido fosférico en solucion
acuosa) y fase mévil B acetonitrilo (CH3CN). La composicion del gradiente es de 1-60% de B en 30
min, utilizando un flujo de 1.3 mL/min, con un volumen de inyeccion de 15 uL. El compuesto se detecta
simultaneamente a 215, 280 y 350 nm, se identifica mediante el tiempo de retencion y el analisis espectral
del estandar puro de ES (Sigma-Aldrich: Scopoletin 2 99%— No. $2500). La cuantificacién de la ES se
determina a través de una curva estandar de calibracién con ocho niveles de concentraciones (5, 25, 50,
75,100, 125, 150, 175 pug/mlL) cada nivel se realiza por triplicado.

1.2.9 Analisis de contenido de malondialdehido (MDA)

Se emplea el método descrito por Dhindsa ¢ a/., (1981), con algunas modificaciones. De cada genotipo
se pesan 200 mg de muestra liofilizada de pulpa de yuca, en un tubo eppendorf de 2 ml y se adiciona 1
ml de solucién de extraccion (Acido Tricloroacético (TCA) al 0,1%), seguido por homogenizacion
mediante vortex (VX 2500 Multi-Tube Vortexer, VWR) por 10 minutos a una velocidad de 2400 rpm,
postetiormente centtifugado a 10000 rpm a 25°C. Del sobrenadante obtenido se toman 300 pL y se
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mezclan con 1.5 mL de soluciéon A (20% TCA; 0.5% de TBA (acido 2-tiobarbiturico) y 0.04% de BHT
(Hidroxitolueno butilado)) en un tubo nuevo, se realiza vortex por 30 segundos, continuando con
incubaciéon en bafio marfa (Thermo Fisher Scientific) a 95°C por 1 hora, seguido se enfrian en bafio con
hielo para detener la reaccidn, posteriormente se centrifugan de nuevo y se mide la absorbancia a
longitudes de onda de 532 nm y 600 nm. La concentracién de MDA se determina de acuerdo a la ley de
Lamber Beer, empleando el coeficiente de extincién de 155mM-'cm! con la ecuacion 1.3.

Ec.1.3

MDA (nmol) _ (AbSs32nm — AbSeoonm) * 108 * VolF (uL)

mg 155 * 300 uL * Masa (mg)

Donde:

Abs: Es la absorbancia a cada una de las longitudes de onda descritas en la ecuacion
106: Son factores de conversioén a nanomol

VolF: Volumen final de la muestra en microlitros

155: Coeficiente de extincién en milimol por cm

Masa: Masa de la muestra

1.2.10 Identificacion de SNPs

Para llevar a cabo la identificacién de SNPs, se usaron solo aquellos genotipos que presentaron valores
estimados de DFP inferiores a 0.22 y superiores o iguales a 1; 13 genotipos presentaron el fenotipo
tolerante y 14 el susceptible, mediante el empleo de la secuenciacién genética RAD-Sequencing (Baird,
et al., 2008), se llevé a cabo una identificacién de variaciones bialélicas de nucle6tido simple (SNPs), que
diferenciaran las poblaciones tolerantes y susceptibles al deterioro fisiolégico pos cosecha. Para esto, se
seleccioné genotipos que presentaran diferencias fenotipicas en el valor estimado de DFP, es decir
tolerantes aquellos con DFP menor a 0.22 y susceptibles con DEFP superior o igual a 1. Se extrajo ADN
de las muestras seleccionadas utilizando la metodologfa descrita por Doyle & Doyle (1990) y se enviaron
al Beijin Genomic Institute (BGI), donde se realiz6 la secuenciacion genética por RAD sequencing
(Baird, ez al., 2008), esta técnica consiste en la digestion de ADN genémico, de multiples muestras de
interés con enzimas de restriccion seleccionadas, y adaptadores con etiquetas especificas de las muestras,
con terminaciones salientes que corresponden al sitio de corte de la enzima de restriccién, que son
ligados a los fragmentos de restriccién digeridos (Davey e7 al., 2013). Estos adaptadores son cortados a
un tamafio adecuado (tipicamente de 300-700pb) para secuenciacién con Illumina mediante sintesis. Una
vez obtenidas las secuencias, se utilizé el software NGSEP (Next Generation Sequencing Eclipse Plugin)
(Cruz et al., 2014) para mapear las secuencias crudas de illumina a la versioén actualizada del genoma de
referencia AM560-2 vs 6.1 (Prochnik 2012), disponible en Phythozome (www.phythozome.net), con el
propésito de identificar SNPs entre los genomas en estudio y el genoma de referencia, generando un
catdlogo de variantes y obteniendo los genotipos correspondientes a cada muestra.

El archivo con los genotipos de las variaciones identificadas en cada una de las muestras se obtuvo en
formato VCF (Variant Call Format). Este archivo, posteriormente fue filtrado para eliminar las
variaciones que aun no estuvieran ensambladas en cromosoma en el genoma de referencia (es decir que
estuvieran aun en scaffolds), y se seleccionaron aquellas variaciones cuya frecuencia del alelo menor
(MAF) fuera mayor a 0,05 en la poblacién analizada y que se hubieran genotipado en por lo menos 85
% de las muestras. Se compararon las frecuencias alélicas de las poblaciones tolerantes y susceptibles a
DFP y se seleccionaron las variaciones que presentaron una diferencia alélica superior a 0,3.
Posteriormente, de estas variaciones que potencialmente diferenciarfan entre las poblaciones
susceptibles y tolerantes, se seleccionaron los SNPs que estuvieran anotados en regiones codificantes y
que fueran no sinénimos. La visualizacién grafica de estos SNPs se realizé en el programa FLAPJACK
(Milne e# al., 2010).
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1.2.11 Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de Cluster para la seleccion de los genotipos a evaluar fenotipicamente por DFP,
empleando el software JMP version 12.2; mediante analisis de regresién simple y multiple con el software
SAS version 3.1 (2013), se realizaron graficas de dispersion entre la variable malondialdehido y las demas
variables analizadas para observar la relacién entre si, empleando el software JMP versién 12.2; se
observé el comportamiento entre los diferentes caracteres como HCN, MS, ES, carotenos totales, beta
caroteno con respecto a DFP, para el primer ensayo cosechado en 2013, posteriormente se realizo
analisis univariado por genotipo empleando los datos obtenidos a partir de los 4 ensayos realizados, se
efectué analisis de correlaciones mediante correlacion de PEARSON, con el software estadistico
Infogen Version 2014. Se realiz6 analisis estadistico de cada uno de los 4 ensayos en estudio y ademas 4
ensayos adicionales que se describen en el capitulo dos del presente documento, en el que se estudian
los efectos de genotipo, temporada, dia de cosecha, rodaja, lluvia, y la obtencién final de un estimador
numérico que representa el DFP, el cual permitié explicar la mayor variacién encontrada por genotipo;
para lo cual se utilizé el software estadistico R versiéon 3.1.1. y a partir del cual se realizé la selecciéon de
genotipos tolerantes y susceptibles al DFP para el analisis genético.

1.3 Resultados y discusiéon

1.3.1 Seleccién de genotipos

A partir del analisis de cldster mediante el software JMP version 12, realizado a 90 clones de Manihot
esculenta Crantz pertenecientes a la familia segregante en carotenos, empleando datos obtenidos
previamente por el programa de mejoramiento genético de yuca, durante los afios 2011, 2012 y 2013, se
logré obtener 45 grupos de genotipos, que presentan variabilidad en términos de contenido total de
carotenoides (CTC), materia seca (MS) y tamafio de raiz, como se puede observar en la figura 1-3.

Figura 1-3. Variabilidad entre grupos de familias segregantes en carotenoides, en términos de CTCy
% materia seca, seleccionados en 2013
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Grupos con circulos grandes, poseen mayor numero de genotipos. La caracteristica CTC oscilo entre
0.96 2 21.03 con media de 8.58 ug/g de peso fresco, mientras que la MS estuvo entre 28.38 a 48.62 con
media 38.22 %. A partir de los grupos formados, se selecciond un genotipo por cada grupo que
presentara tamafio de raiz comercial, obteniendo un total de 44 genotipos para realizar el estudio de
DFP.

1.3.2 Caracterizacion de genotipos con raices amarillas
Los genotipos seleccionados se cosecharon y se evaluaron en mayo de 2013 en términos de DFP,
carotenos totales, beta caroteno, HCN, MS, ES y MDA, presentando amplia variabilidad, como se

presenta en la figura 1-4, mediante graficas de distribucion.

Figura 1-4. Variabilidad de genotipos en términos de MS, HCN, ES, DFP, CTC y BC.
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La MS oscilo entre 26-44 (%) con media de 36.53%, HCN entre 180-1080 ppm, ES vario de 25-195
nmol/gMS y media de 82.32 nmol/gMS, DFP entre 0-65% cuya media es 13.83%, CTC de 0-14 (ug.g
IMF) y BC de 0-10 (ug.g'MF). El analisis de regresion simple y maltiple, arrojé que las variables que
presentan mayor correlacién son el DFP y ES con 37,29%. En la tabla 1-1 se presentan las ecuaciones
obtenidas a partir del analisis de regresion, para la variable dependiente DFP (%), siendo las ecuaciones
5, 6 y 7 las que mejor explican el comportamiento del DFP; para este caso, pendientes positivas indican
que el DFP, se incrementa a medida que aumenta la MS y ES, y viceversa. Estos resultados son acordes
con Morante ez al., (2010), quien reporta que el DFP se reduce con una concentracion minima de 9.1pg*g

1de CTC.
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Tabla 1-1. Analisis de regresion lineal simple y mualtiple entre la variable dependiente DFP y las variables
MS, ES, CTCy BC

Ecuacion R2a Pr>F*
1) DFP (%)= -21.473 + 0.985MS 0.0684 0.0458
2) DFP (%)= -5.9514 + 0.2418ES 0.3729 <.0001
3) DFP (%)= 25.5312 - 1.3723CTC 0.1463 0.0055
4) DFP (%)= 25.4306 - 2.2516BC 0.1706 0.0028
5) DFP (%)= -47.845 + 1.1346MS + 0.2512ES 0.4819 <.0001
6) DFP (%)= -41.1291 + 1.0943MS + 0.2296ES - 0.4185CTC 0.4824 <.0001
7) DFP (%)= -38.188 + 1.0110 MS + 0.2305ES — 0.6932BC 0.4842 <.0001
8) DFP (%)= 0.9837 + 0.2135ES — 0.5553CTC 0.3808 <.0001
9) DFP (%)= 2.9383 + 0,2075ES — 1.2101BC 0.4071 <.0001
10) DFP (%)= -7.5441 + 0.8988MS — 1.3104CTC 0.2038 0.0031
11) DFP (%)= -0.0033 + 0.6656MS — 1.9874BC 0.1910 0.0044

a Coeficiente de determinacion. *Significancia estadistica del modelo

Mientras que el comportamiento de la producciéon de MDA antes del almacenamiento de raices, es decir
en el dia cero con respecto a variables de interés como MS, HCN, CTC, BC y posterior al
almacenamiento por 5 dias en relacién al DFP y ES, se presenta en la figura 1.5.

La produccién de malondialdehido MDA, se presentd tanto en raices frescas como en raices
almacenadas por 5 dias, con variabilidad entre los diferentes genotipos evaluados; encontrando
correlaciones negativas entre MDA con MS, HCN, % PPD y ES; con MS (Y=46.31 — 0.41*MDAdia0,
2=0.49), HCN (Y= 623.77 — 4.93*MDAd{a0, r2=0,03), %PPD (Y= 25.15 — 0.30*MDAdia5, r2=0.05),
y ES (Y= 104.92 — 0.611*MDAd{a5, r2=0.033), tigura 1-5 (A, B, E y D respectivamente).

Se presentaron correlaciones positivas entre CTC con MDA (Y= 14.20 + 0.38*CTC, 12=0.36) y MDA
(Y=14.87 + 0.60*BC, r2=0.44), figura 1-5 (C y D respectivamente), también hay una correlacién positiva
entre la produccién de MDA dfa 0 y MDA dia 5 (Y= 16.83 + 0.84 * MDAd{a0, r2=0.28) no presentada
en la figura 1-5.

Aunque las correlaciones observadas son bajas para las variables estudiadas, los resultados indican la
complejidad que existe, al relacionar las distintas caracteristicas de interés con compuestos secundarios,
que puedan explicar el desarrollo del DFP en raices de yuca, el cual comienza a partir de la cosecha,
generando una cascada de reacciones en cadena, con el propésito de reparar los dafios generados en la
raiz.

Para este estudio en particular, la correlacion negativa entre el DFP (PPD) y MDA, y la correlacién
positiva entre CTC y MDA no son las esperadas, puesto que se esperaria de forma general, que ante un
incremento en DFP se obtenga un incremento en la produccién de MDA y ante un mayor CTC se
esperaria menor MDA, por efecto de la actividad antioxidante ejercida por los carotenos sobre el DFP
como ha sido referenciado en la literatura (Morante ef al., 2010; Sanchez ez al., 2006). En este caso no se
evidencia de forma simple este fenémeno, debido a que la produccién y almacenamiento de compuestos
como el MDA, CTC y desarrollo del DFP depende del componente genético (Reilly ez a/., 2003), como
se puede observar en la figura 1-6 (A y B), en donde se presenta variabilidad en la producciéon de MDA
entre el dia cero y cinco de almacenamiento.

Solo en cinco genotipos, la produccion de MDA fue mayor en el dia cero y disminuye al dfa cinco,
resultados acordes a lo reportado por Qiuxiang ez al., (2016) quien reporto que la produccién de MDA
incrementa rapidamente y disminuye con el progreso del DFP, pero la tendencia no es general en todos
los genotipos, lo que confirma que cada genotipo genera una expresion genética diferente en la
produccién de metabolitos secundarios. Entre tanto el CTC no presentd un efecto antioxidante frente
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a la peroxidacion lipidica de la membrana celular, representada por la produccion de MDA, ya que estas
dos variables presentaron una correlacién positiva en este estudio, lo que permite inferir que el contenido
de carotenoides no generan un efecto antioxidante en el parénquima de la rafz. El MDA permite
evidenciar que existe un estrés oxidativo y la incapacidad de mantener la homedstasis celular, en la
estructura interna de la rafz de yuca después de la cosecha y durante el almacenamiento, fenémeno que
ha sido reportado en otras especies (Sigaud-Kutner, e al., 2005).

Figura 1-5. Correlaciones entre la produccién de MDA vy las variables MS, HCN, CTC, BC, DFP y ES
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Figura 1-6. Produccién de MDA en los dfas 0 y 5 de almacenamiento y contenido total de carotenoides
por genotipo
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1.3.3 Analisis univariado para las caracteristicas DFP, MS, HCN,
CTC,BCyES

El andlisis univariado para las caracteristicas, DFP, MS, HCN, CTC, BC y ES evaluadas en los genotipos
de Manibot esculenta Crantz pertenecientes a las familias GM3732 y GM37306, empleando los datos
obtenidos de las cosechas realizadas en 2013 CIAT, 2014 CIAT, 2014 SUCRE y 2015 Villavicencio,
permitié visualizar la variacién respectiva entre cada una de las repeticiones (cosechas), mediante la
representacion grafica de rombos y cuya media por genotipo estd dada por la linea horizontal central
dibujada en los rombos, en cada una de las caracteristicas estudiadas. En cada variable estudiada se
presenta el comportamiento de los genotipos elites AM206-5, CM523-7, HMC-1, MCOL 22, MPER183,
empleados como testigos. En la figura 1-7 se presenta el comportamiento por genotipo en cada una de
las cosechas, para la variable DFP donde se exhiben los 44 genotipos de las dos familias y los testigos,



% DFP

70

60

50

40

Capitulo 1 55

cuya media muestral es 11.39 %, un minimo de 0 % y un maximo de 66.43 % de DFP; la razén F es
2.5542, cuya probabilidad es menor que la razén F, lo que indica que hay diferencias significativas para
la variable DFP con una significancia de 0.0001, confirmando que la varianza es altamente significativa
como se presenta en la tabla 1-2.

Tabla 1-2. Analisis de varianza para la caracteristica DFP por genotipo en familias segregantes en
carotenoides

Fuente Grados de Suma de Cuadrado medio Razon Prob >
de libertad cuadrados F F
variacion
Genotipo 48 14889,522 310,198 2,5542 <,0001*
Error 95 11537,526 121,448
C. Total 143 26427,047

Figura 1-7. Comportamiento de la variable DFP por cada genotipo en las diferentes cosechas realizadas

GM 3736-25
GM 3736-52)

Genotipo

@ CIAT(May 2013) @CIAT(Oct 2014)  SUCRE(Nov 2014) @ VILLAVICENCIO (Ene 2015)

Estos resultados muestran que el DFP es variable tanto dentro de genotipos como entre genotipos; con
genotipos que se mantienen en un rango estable de DFP representados en la figura 1-7 como aquellos
cuyos valores de DFP son cercanos a la barra horizontal (media), como los son GM3732-36, GM3732-
21, GM905-52 entre otros, y genotipos menos estables con una mayor variacién cuyos valores de DFP
son alejados de la media como ejemplo esta GM3736-14, GM3736-1, GM3736-42, estos genotipos
pueden presentar comportamientos de tolerancia o susceptibilidad de acuerdo a las condiciones previas
de cosecha, ya que no solo es el componente genético el que influye en el desarrollo del DFP, también
las condiciones ambientales juegan un papel importante. Estos resultados son acordes a lo reportado
por Wheatley ez al., (19852) y Cuambe (2007). Por lo tanto aquellos genotipos con mayor estabilidad en
los ensayos son potenciales como referencia en estudios de DFP, ya que permitirfan un acercamiento a
la obtencién de un valor absoluto del grado de tolerancia o susceptibilidad al DFP.

En cuanto al contenido de materia seca (MS), también se encontraron diferencias significativas entre los
genotipos evaluados, como se presenta en el andlisis de varianza mostrado en la tabla 1-3 y las medias
por genotipo en el anexo A, donde la media muestral fue de 35.93 %, con un minimo de 16.15% y un
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maximo de 46.72 % de MS; de igual modo en la figura 1-8 se muestra la distribucién fenotipica para la
caracteristica MS por cada genotipo en las repeticiones realizadas.

Tabla 1-3. Anilisis de varianza para la caractetistica MS en familias segregantes en carotenoides

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado Razon F Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 48 2850,8115 59,3919 35205 <,0001*
Error 99 1670,1511 16,8702
C. Total 147 4520,9626

De igual forma el analisis de varianza para las caracteristicas HCN, CTC, BC y ES se presenta en las
tablas 1-4, 1-5, 1-6 y 1-7 respectivamente; en este mismo sentido el comportamiento de estas variables
es mostrado en las figuras 1-9, 1-10, 1-11 y 1-12 respectivamente (anexo A). En todas las variables
evaluadas hubo diferencias significativas entre los genotipos evaluados excepto para la variable ES,
puesto que a pesar de que hay diferencias entre los genotipos no es significativa, ademas esta variable
solo se evalué en dos cosechas CIAT 2013 y CIAT 2014.

Figura 1-8 Variabilidad de MS por cada genotipo en las diferentes cosechas
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Tabla 1-4. Analisis de varianza para la caracteristica HCN en familias segregantes en carotenoides

Pty

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Razén F Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 48 3203792,1 66745,7 2,2149 0,0005*
Error 93 28024839 30134,2
C. Total 141 60062760

NCOL.
MPER- 183
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Figura 1-9. Distribucién del contendido de HCN por cada genotipo en las diferentes cosechas

N
GENOTIPO

@ CIAT(May 2013) @ CIAT(Oct 2014)  SUCRE(Nov 2014) @VILLAVICENCIO(Ene 2015)
Tabla 1-5. Anilisis de varianza para la caractetistica CTC en familias segregantes en carotenoides

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Razén F Prob > F

variacion libertad cuadrados medio

Genotipo 48 2349,5970 48,9499 21,9620 <,0001*

Error 96 213,9694 2,2288
C. Total 144 2563,5664

Figura 1-10. Comportamiento del CTC por cada genotipo en las diferentes cosechas

CTC (ng/g MF)

Genotipo
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La media muestral para el contenido de HCN fue de 329.5 ppm, con un valor minimo de 32.81 ppm y
un maximo de 1163.06 ppm, por su parte el contenido total de carotenos, presento una media muestral
de 8.25 pug.g' MF, con un minimo de 0 pg.g! MF y un maximo de 15.94 pg.g-! MF; a su vez el contenido
de BC (beta caroteno) alcanzo una media muestral de 4.4 ng.g! MF, valores minimos de 0 pg.g! MF y
maximos de 10.68 pug.g'! MF.

Tabla 1-6. Anilisis de varianza para la caractetistica BC en familias segregantes en carotenoides

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Razén F Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 48 875,4176 18,2379 12,9676 <,0001*
Error 96 135,0166 1,4064
C. Total 144 1010,4342

Figura 1-11. Distribucién del contenido de BC por cada genotipo en las diferentes cosechas
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Tabla 1-7. Anilisis de varianza para la caracteristica produccién de ES en familias segregantes en

carotenoides
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Razén F Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 48 267081,54 5564,20 1,0047 0,4935
Error 48 265828,82 5538,10
C. Total 96 532910,36
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Figura 1-12. Variabilidad de la ES por cada genotipo en las diferentes cosechas

==

R —
[ -

‘l

300

| /

a5 ‘

50 A ! 3 I\ | |

a5 |

ll l A A &7\ o AR I

“" 1A ‘ Ah A e A A

50 A /A A I WARWAY A VAR ‘ lt

SR VAT llu!‘l A /\ o\ 'll?=!i \o/ ML AV BTiVA
N R LA e ATV A IS i AN A~ ARy (A

571' V" = .VY' o \d \® 2 v ° ." v '!' vio'

kS v \/

{ \/ \/ i T
0‘?‘3u,nun'r__awmvgzJzzmﬂzs\wmmxssmﬁﬁgs‘?:
I I A R R R R N N R R R A B I R I I I I R I i
,\,\M,\,\,\mmmmmmmmmmm:mmmr\mﬁmmmmmmmmmmrﬂgmmmmmmmmr\oo
P~ > nloenl @ §§r\r\v\r\m7\v\r\ r\r\r\m:\mr\r\r\r\r\r\mr\r\hmr\'\r\r\r\r\r\r\mo\o\
ggogggo SIS0 2SS G S22z =SS

VIVIVIV LV LVLVLV (CARUIRG] VIV VLV LV VLY VIVIVIVIVVIVIVIUVIUVI VLV
Genotipo

@ CIAT(May 2013) @ CIAT(Oct 2014)

Estos resultados muestran que las caracteristicas evaluadas presentan gran variabilidad entre los
genotipos; en este sentido las caracteristicas de mayor variacion son: DFP, MS, HCN y ES ya que fueron
las que presentaron mayores diferencias entre los ensayos, lo que a nivel grafico se puede observar
mediante la amplitud de los rombos en cada una de las variables y por cada genotipo, que a su vez esta
representado dentro de cada analisis de varianza como la suma de cuadrados total. Es asi como se
observa que el orden de las caracteristicas de mayor a menor variacién es: HCN, ES, DFP, MS, CTC y
BC. De acuerdo a esto, las caracteristicas mas estables para este estudio en particular fueron CTC y BC.
Es claro que las evaluaciones permiten identificar ciertos genotipos que presentaron mejor estabilidad
que otros, entre los diferentes afios o periodos de cosecha. De este modo el comportamiento de las
variables evaluadas es acorde a caracteristicas de tipo cuantitativo, ya que muestran una variacién
continua lo que implican que son caracteristicas controladas por muchos genes (poligenes) y que son
afectadas por el ambiente, motivo por el cual los estudios de DFP deben realizarse en varias localidades
(minimo 3) y aflos de cosecha para asi evaluar el comportamiento real de los individuos en estudio.

1.3.4. Analisis de correlacion entre las caracteristicas DFP, MS,
HCN, CTC, BCyES

El andlisis de correlacién de Pearson entre las variables estudiadas, revelo interacciones importantes y
altamente significativas entre las que se destacan el CTC con BC y DFP con ES, cuyos coeficientes de
correlacion de Pearson son 0.93 y 0.55 respectivamente con p< 0.0001, como se presentan en la tabla
1-8. Estos resultados son acordes con lo reportado por Reilly e al., (2003) quien describi6 al DFP como
un proceso fisiolégico que resulta de la expresion alterada de genes, que conlleva a la acumulacién de
metabolitos secundarios como la escopoletina (ES), que exhibe propiedades antioxidantes; ademads
mediante la oxidacién y polimerizacién, esta molécula confiere una coloracién azul oscura, tipica del
fenotipo de raices de yuca que presentan DFP (Uarrota, ez al., 2015).
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Tabla 1-8. Analisis de correlacién de Pearson entre las variables DFP, MS, HCN, CTC, BC y ES

Correlaciéon de Pearson
Variable (1) Variable (2) n | Pearson p-valor
DFP MS 135 0,32 0,0001
DFP HCN 131 0,09 0,2817
DFP CTC 132 -0,28 0,0012
DFP BC 132 -0,26 0,0029
DFP ES 97 0,55 < 0,0001
MS HCN 142 -0,09 0,2948
MS CTC 145 0,02 0,7708
MS BC 145 -0,11 0,1723
MS ES 97 0,12 0,2294
HCN CTC 142 -0,06 0,5007
HCN BC 142 0,04 0,6391
HCN ES 94 -0,25 0,0148
CTC BC 145 0,93 <0,0001
CTC ES 94 -0,29 0,0045
BC ES 94 -0,29 0,0054

La correlacién entre las variables CTC y BC es muy alta debido a que son variables ligadas, ya que
comparten la misma ruta metabdlica de biosintesis, ademas la variable BC estd contenida en la variable
CTC. Por otro lado la correlacién negativa obtenida entre CTC y DFP y a su vez BC y DFP (-0.28 y -
0.26 respectivamente), indica que los carotenoides previenen o retrasan el desarrollo del DFP, resultados
que son acordes con lo reportado por Morante ez al., (2010) quien reporta que raices de yuca con altos
contenidos de carotenoides tienen tendencia a reducir la incidencia del DFP.

En este mismo sentido otra correlacién de gran interés es la obtenida entre el DFP y MS (0.32), ya que
involucra dos caracteristicas de interés agroindustrial desde el punto de vista de la produccién y
comercializacién de raices de yuca en fresco; esta correlacion es acorde a lo encontrado por Van Oirschot
et al., (2000) y Sanchez ef al., (2006), quienes también encontraron correlacién positiva entre estas dos
caracteristicas, resultado que es un poco desalentador puesto que uno de los objetivos de los programas
de mejoramiento es incrementar el contenido de materia seca, para lograr facilitar procesos
agroindustriales de transformacion y a su vez reducir los efectos del DFP que permitan incrementar los
tiempos de almacenamiento de las raices de yuca fresca.

1.3.5.  Analisis estadistico de los ensayos realizados y obtencion
del valor estimativo de DFP

Se logré ajustar un modelo lineal mixto, con el total de los datos aportados por cada uno de los ensayos,
con efectos fijos por genotipo, rodaja, dia de evaluacion, madurez y época; también se incluy6 un efecto
aleatorio por raiz anidado en el ensayo por dia, por genotipo, por madurez y por raiz. En la tabla 1-9 se
presenta el analisis de varianza para los efectos de genotipo y rodaja en el DFP.
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Tabla 1-9. Analisis de varianza total de ensayos de DFP combinados

GL SC CME F
Genotipo 165 3443.53 20.87 10.61
Rodaja 6 23691.30 3948.55 2006.92
Dia 6 307.31 51.22 26.03
Madurez 3 133.52 44.51 22.62
Lluvia 1 117.83 117.83 59.89

Los valores estimados para los efectos de madurez, dia, rodaja y lluvia se mantendrian constantes para
todos los genotipos, mientras que el valor estimado para el efecto genotipo seria constante solo para
cada genotipo, de esta forma el valor de DFP aportado por el modelo lineal seria unico para cada uno
de los genotipos valores que se presentan en la tabla 1-10, con su respectivo error estandar y valor t. De
forma general se pueden realizar las siguientes observaciones a partir de los efectos estimados:

» Los efectos estimados para los genotipos en DFP, estuvieron en un rango de -0.229 a2 4.263 a
partir de los 4 ensayos realizados.

» ElDFP disminuye conforme las rodajas van de 1 a 7 en el proceso de evaluacion fenotipica del
DFP cuyo valor de reduccién entre rodajas es alrededor de 2.8 unidades. Este resultado es
acorde con lo presentado por Cuambe (2007), quien encontrd el mismo comportamiento del
progreso del DFP, que inicia en el extremo proximal (rodaja 1) y disminuye conforme se acerca
al extremo distal (rodaja 7); fenémeno que se da debido a que el extremo proximal es el que se
encuentra expuesto al flujo de oxigeno a través de esta seccioén de la rafz.

» El DFP incrementa conforme avanza el tempo de almacenamiento en dias por cerca de 2.5
unidades.

» Elincremento en las lluvias es asociado con la disminucion en el DFP en 0.8 unidades, a pesar
de que es un factor de menor importancia en comparaciéon con los efectos generados con los
ya descritos.

En la tabla 1-11 se presentan los valores estimados para los efectos de madurez, dfa, rodaja y lluvia,
que se mantendrian constantes para cada uno de los genotipos y que conformarfan el modelo lineal
mixto, que incluye cada uno de los efectos, que se describe a continuacién en la ecuacién 1.4.

DFP = a + B1i + B2i + B3i + B4 + B5 + B6 + B7 + B8+ B9 + B10 + 11  Ec.1.4.

Donde:

a=Intercepto

Bli=Valor estimado del genotipo 1

B2i= Efecto de madurez de cosecha del genotipo i
B3i= Efecto dfa final de almacenamiento del genotipo i
B4= Efecto generado por la rodaja 1

85= Efecto generado por la rodaja 2

B6= Efecto generado por la rodaja 3

B7= Efecto generado por la rodaja 4

B8= Efecto generado por la rodaja 5

B9= Efecto generado por la rodaja 6

B10= Efecto generado por la rodaja 7

B11= Efecto generado por la lluvia
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Tabla 1-10. Valor estimado del DFP por genotipo, con su respectivo error estandar y valor t

Efecto Nivel Estimado E;:gr Valor t Efecto Nivel Estimado Esrtr‘;)r Valor t
Intercepto 0,2542 0,2986 | 0,8514 | Intercepto 0,2542 0,2986 | 0,8514
Genotipo GM905-52 -0,2295 0,4350 | -0,5275 | Genotipo | GM3736-51 0,5705 0,3869 | 1,4744
Genotipo | GM3732-36 -0,1928 0,4258 | -0,4528 | Genotipo | GM3736-18 0,5769 0,4265 | 1,3528
Genotipo GM3732-5 -0,1872 0,4167 | -0,4492 | Genotipo | GM3732-20 0,5795 0,4261 1,3599
Genotipo | GM3732-22 -0,1731 0,4497 | -0,3849 | Genotipo | GM3736-70 0,6296 0,3877 | 1,6239
Genotipo | GM3736-29 -0,1598 0,4757 | -0,3359 | Genotipo HMC-1 0,7032 0,1848 | 3,8048
Genotipo | GM3732-17 -0,1479 0,4757 | -0,3109 | Genotipo | GM3732-13 0,8759 0,4757 | 1,8412
Genotipo | GM3732-27 -0,1434 0,4483 | -0,3199 | Genotipo | GM3736-82 0,9277 0,3755 | 2,4708
Genotipo GM905-57 -0,0178 0,4163 | -0,0428 | Genotipo | GM3736-25 0,9637 0,3936 | 2,4482
Genotipo | GM3732-14 -0,0081 0,4363 | -0,0186 | Genotipo | GM3736-34 1,0227 0,4172 | 24514
Genotipo AM206-5 0,0000 NA NA Genotipo | GM3736-78 1,0917 0,4173 | 2,6163
Genotipo | GM3736-20 0,0550 0,4259 | 0,1292 Genotipo | GM3736-79 1,4015 0,4764 | 29418
Genotipo MPER183 0,0637 0,1892 | 0,3366 Genotipo | GM3736-21 1,4329 0,3941 | 3,6363
Genotipo | GM3736-44 0,0687 0,4271 | 0,1608 Genotipo | GM3732-15 1,4840 0,4274 | 3,4720
Genotipo GM3736-2 0,1102 0,4477 | 0,2461 Genotipo | GM3736-24 1,5041 0,3788 | 3,9704
Genotipo | GM3736-73 0,1597 0,4177 | 0,3823 Genotipo GM3736-1 1,6566 0,4358 | 3,8011
Genotipo | GM3736-53 0,2183 0,4761 | 0,4587 Genotipo | GM3736-54 1,7708 0,4480 | 3,9523
Genotipo | GM3732-21 0,2318 0,4263 | 0,5437 Genotipo CM523-7 1,8504 0,1843 | 10,0405
Genotipo GM3736-5 0,2909 0,3806 | 0,7644 Genotipo | GM3736-50 2,1731 0,4368 | 4,9750
Genotipo GM905-60 0,3041 0,4167 | 0,7297 Genotipo | GM3736-52 2,2395 0,3875 | 5,7798
Genotipo | GM3732-30 0,3317 0,3865 | 0,8580 Genotipo | GM3736-67 2,8125 0,4368 | 06,4392
Genotipo | GM3736-26 0,4312 0,4761 | 0,9058 Genotipo | GM3736-64 2,8402 0,4757 | 5,9702
Genotipo | GM3736-16 0,4678 0,3866 | 1,2099 Genotipo | GM3736-42 3,0704 0,4283 | 7,1689
Genotipo GM3736-9 0,4885 0,4079 | 1,1976 Genotipo | GM3736-14 4,0827 0,3931 | 10,3848
Genotipo | GM3736-83 0,5234 0,4398 | 1,1902 Genotipo | GM3736-61 42634 0,4764 | 89494
Genotipo MCOL22 0,5381 0,1873 | 2,8729
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Tabla 1-11. Efectos obtenidos a partir del modelo lineal mixto

Efecto Nivel Estimado | Error Std Valor t
Madurez 9 0 NA NA
Madurez 11 0,9027876 | 0,1733887 | 5,2067257
Madurez 12 1,2337477 | 0,2002395 | 6,1613615
Madurez 10 1,2397863 | 0,189857 | 6,5301044
Dia 1 0 NA NA
Dia 2 0962569 | 0278893 | 34513919
Dia 3 1,0720874 | 0,2800301 | 3,8284723
Dia 5 1,5805005 | 0,2460565 | 6,423323
Dia 4 1,6077235 | 0,2790071 | 5,7623032
Dia 6 2,1923521 | 0,2786835 | 7,8668173
Dia 7 2,4592985 | 0,2225588 | 11,050109
Rodaja 7 2,816648 | 0,0367606 | -76,62129
Rodaja 6 -2,782946 | 0,0318195 | -87,460511
Rodaja 5 2,638228 | 0,0307998 | -85,65725
Rodaja 4 -2,360385 | 0,0306201 | -77,086034
Rodaja 3 -2,034202 | 0,0305967 | -66,484462
Rodaja 2 -1,463278 | 0,0305988 | -47,821448
Rodaja 1 0 NA NA
Lluvia -0,001605 | 0,0002074 | -7,7389196
1.3.6. Seleccion de genotipos para caracterizacion genética e

identificacion de SNPs bialélicos relacionados al DFP

A partir de los datos obtenidos con el modelo lineal mixto, presentados en la tabla 1-10, se seleccionaron
los genotipos con valores estimativos de DFP extremos para caracterizaciéon genética; los genotipos
tolerantes a DFP presentaron valores inferiores a 0,22 y genotipos susceptibles a DFP valores
estimativos de DFP fueron superiores o iguales a 1. Los genotipos seleccionados se presentan en la tabla
1-12. Los genotipos GM3732-36 y GM3736-14, a pesar de estar dentro del rango de seleccién no se
incluyeron en el andlisis genético puesto que no se contaba con las secuencias genéticas de dichos
genotipos.

Con las secuencias obtenidas de Ilumina y los datos de DFP, se logré la obtencién de variantes alélicas
(SNPs) entre los genotipos en estudio y el genoma de referencia AM560-2 vs 6.1. Se obtuvieron 15765
SNPs iniciales, de los cuales 361 SNPs cumplian con los requisitos de seleccion ya descritos en el numeral
1.2.10, delos cuales 28 SNPs son no sinénimos que en otras palabras son SNPs que generan un cambio
en la secuencia de aminoacidos. En las figuras 1-13 y 1-14 se presenta un ejemplo de la representacion
grafica de los SNPs codificantes y no sinénimos respectivamente para el cromosoma 12 del genoma de
Manihot esculenta Crantz, obtenida mediante el software FLAPJACK (Milne ¢t a/., 2010). En la tabla 1-13
se presenta el resumen del nimero de SNPs codificantes y no sinénimos por cromosoma. En el anexo
B. Se presenta la tabla de frecuencias alélicas donde se incluye la posicién y numero de cromosoma de
los SNPs encontrados entre las poblaciones resistentes y susceptibles.
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Tabla 1-12. Genotipos seleccionados para caracterizacion genética

% Valor %
Genotipo Valor estimado | DFP Genotipo estimado | DFP
tolerante DFP susceptible DFP

GM905-52 -0,2295 1,50 GM3736-34 1,0227 11,39
GM3732-5 -0,1872 1,27 GM3736-78 1,0917 13,65
GM3732-22 -0,1731 2,19 GM3736-79 1,4015 19,64
GM3736-29 -0,1598 3,81 GM3736-21 1,4329 13,01
GM3732-17 -0,1479 3,93 GM3732-15 1,4840 18,48
GM3732-27 -0,1434 3,72 GM3736-24 1,5041 13,45
GM905-57 -0,0178 2,56 GM3736-1 1,6566 17,30
GM3732-14 -0,0081 4,07 GM3736-54 1,7708 24,46
GM3736-20 0,0550 4,28 GM3736-50 2,1731 25,18
GM3736-44 0,0687 2,79 GM3736-52 2,2395 21,35
GM3736-2 0,1102 4,14 GM3736-67 2,8125 26,58
GM3736-73 0,1597 4,83 GM3736-64 2,8402 33,81
GM3736-53 0,2183 7,70 GM3736-42 3,0704 32,53
GM3736-61 4,2634 48,16

Figura 1-13 Representacién grafica en FLAPJACK de SNPs Codificantes, con su respectivo genotipo
por muestra en el cromosoma 12
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Figura 1-14. Representacion grafica en FLAPJACK de SNPs no sindénimos, con su respectivo genotipo
por muestra en el cromosoma 12
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Tabla 1-13. Resumen numero total de SNPs codificantes y no sinénimos por cromosoma para las 27
muestras seleccionadas

Cromosoma # SNPs Muestras
Codificantes # SNPs No seleccionadas
Sin6nimos
! 4 27
2 22 3 27
3 30 27
4 12 1 27
> 14 1 27
0 3 27
8 6 27
? 1 27
10 15 27
11 37 1 27
12 118 15 27
13 26 3 27
14 2 27
15 21 2 27
16 22 27
18 28 2 27
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El cromosoma 12 fue el que mas presenté SNPs tanto codificantes como no sinénimos (118 y 15
respectivamente), mientras que los cromosomas 7 y 17 no presentaron ningun SNP. En cuanto al
numero total de alelos teniendo en cuenta que son 361 SNPs y 27 muestras son 9747 alelos y cuya
descomposicién por cromosoma se presenta en la tabla 1-14 para codificantes y 1-15 para no sinénimos,
con sus respectivos porcentajes de peso dentro de cada cromosoma, encontrando que el alelo de mayor
frecuencia es el A con 1445 presencias y el de menor presencia es la combinacion heterocigota C/G con
174. Por su parte los alelos de los SNPs no sinénimos se presentan en la tabla 1-15, resultados que
muestran también que el alelo predominante es el A y el de menor predominio es la combinacién G/T.

Tabla 1-14. Composicién alélica por cromosoma con su respectiva proporcion en SNPs codificantes

Alelo G A C |A/G|T/G| T |C/A|T/C|A/T|C/G
Cromosoma 1 20 18 23 8 29 0 0 10 0 0 0
% 18,5 | 16,7 | 213 | 7,4 | 26,9 0 0 9,3 0 0 0
Cromosoma 2 66 81 107 | 75 64 27 97 5 29 35 8
% 11,1 136 18 | 12,6 10,8 | 45 | 163 | 08 | 49 | 59 | 1,3
Cromosoma 3 103 | 100 | 82 74 93 48 | 157 0 142 | 11 0
% 12,7 1123 10,1 | 9,1 | 115 59 [ 194 | O 17,5 1,4 0
Cromosoma 4 43 23 37 32 17 21 63 10 44 34 0
% 133 | 7,10 (1141 99 | 52 | 6,5 | 194 | 3,1 | 13,6 | 10,5 0
Cromosoma 5 31 43 58 34 98 14 22 37 41 0 0
% 82 [ 114|153 | 9 2591 3,7 | 58 | 98 | 108 | O 0
Cromosoma 6 12 1 28 19 5 0 2 10 4 0 0
% 148 | 12 | 34,6 |235]| 6,2 0 2,5 1123 49 0 0
Cromosoma 8 26 6 12 30 14 11 25 13 14 11 0
% 16 3,7 | 7,4 | 185 | 86 | 6,8 | 154 | 8 8,6 | 6,8 0
Cromosoma 9 6 0 0 8 0 0 5 0 8 0 0
% 222 0 0 |29,6 0 0 1851 0 [296] O 0
Cromosoma 10 58 48 50 59 62 0 49 12 62 5 0
% 143 [ 119 | 123 | 14,6 | 15,3 0 12,1 3 153 | 1,2 0
Cromosoma 11 100 | 125 | 174 | 156 | 79 26 | 136 | 48 93 53 9
% 10 | 125 (174|156 7,9 | 26 | 13,6 48 | 9,3 | 53 | 0,9
Cromosoma 12 339 | 450 | 529 | 371 | 329 | 104 | 451 | 120 | 251 | 172 | 70
% 10,6 | 14,1 | 16,6 | 11,6 | 103 | 33 | 142 | 38 | 7,9 | 54 | 2.2
Cromosoma 13 84 119 | 100 | 87 51 55 91 37 43 18 17
% 12 17 | 142 (124 | 73 | 7,8 13 53 | 6,1 | 26 | 2,4
Cromosoma 14 9 25 2 0 18 0 0 0 0 0 0
% 16,7 | 46,3 | 3,7 0 33,3 0 0 0 0 0 0
Cromosoma 15 81 45 86 75 38 30 78 50 54 30 0
% 143 | 79 | 152|132 | 6,7 | 53 | 13,8 88 | 9,5 | 5,3 0
Cromosoma 16 70 114 | 56 35 | 102 | 35 67 14 53 8 40
% 11,8 1192 94 | 59 | 172 | 59 |113]| 24 | 89 | 1,3 | 6,7
Cromosoma 18 117 | 109 | 101 | 87 70 34 | 102 | 20 75 11 30
% 155 | 144 | 134 | 11,5] 93 | 45 | 135] 26 | 99 | 1,5 4
Frecuencia Total Alelo 1165|1307 | 1445 | 1150 | 1069 | 405 | 1345| 386| 913| 388 | 174

Las composiciones alélicas por cromosoma, permiten identificar en que sitios especificos del genoma
hay diferencias entre genotipos (tolerantes y susceptibles) mediante la variacién de bases nitrogenadas
entre genotipos como se presentd en las figuras 1-14 y 1-15, es decir la variacién en una sola base en
un SNP codificante, puede diferenciar entre genotipos, debido a la influencia que puede ejercer sobre
la expresion de un gen que esté relacionado a DFP.
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Tabla 1-15. Composicién alélica por cromosoma con su respectiva proporcion en SNPs no sinénimos

Alelo G A |[C/A|C/T| C T |A/G|T/A|G/T
Cromosoma 2 5 2 18 3 0 19 15 10 9 0
% 6,2 | 25 222 37 0 235 [ 185 | 123 | 11,1 0
Cromosoma 4 4 4 8 0 0 0 0 11 0 0
% 15 [ 14,8 1296 | 0O 0 0 0 | 40,7 0 0
Cromosoma 5 2 0 0 0 13 6 6 0 0 0
% 741 0 0 0 481 | 222|222 | O 0 0
Cromosoma 11 3 0 0 0 7 13 4 0 0 0
% 11 0 0 0 259 | 48,1 | 148 | O 0 0
Cromosoma 12 41 | 56 | 100 | 27 11 41 39 54 30 6
% 10 (13,8 (24,7 6,7 | 2,7 | 10,1 | 96 | 133 | 7,4 | 15
Cromosoma 13 1 12 | 12 11 11 16 8 0 0 10
% 12 | 148|148 | 13,6 | 13,6 | 19,8 | 9,9 0 0 12,3
Cromosoma 15 6 6 10 10 0 5 10 0 0 7
% 11 [ 11,1 | 18,5 | 18,5 0 93 |185| O 0 13
Cromosoma 18 11 0 0 0 13 16 14 0 0 0
% 20 0 0 0 241 1296 1259 O 0 0
Frecuencia Total Alelo 73 | 80 | 148 | 51 55 116 | 96 75 39 23

Haciendo uso de la tabla de posicion de cada SNP codificante (Anexo B), se logré identificar el nimero
total de genes correspondientes a cada cromosoma, es asi como de 361 SNPs encontrados, se
identificaron 266 genes, puesto que los 95 SNPs restantes, algunos son cercanos entre si y caen dentro
de la misma regién de un gen, ademas de los 266 genes encontrados 89 corresponden a genes que se
encuentran en regiones cercanas a la posicién del SNP, los genes correspondientes a cada SNP, tambien
se presenta en el anexo B. La identificacién de genes se realiz6 empleando la herramienta JBrowse de
Phytozome para Manihot esculenta v 6.1 como se presenta en la figura 1-15, en la cual se introduce la
posicion del SNP y se obtiene el gen que corresponde a esa posicion, en la figura se presenta el ejemplo
para el SNP localizado en la posicién 2101481del cromosoma 2 (SNP numero 7) y cuya regién pertenece
al gen Manes.02G027300; en esta posicion se observa una diferencia clara entre las frecuencias alélicas
entre genotipos tolerantes y susceptibles, en los tolerantes predomina la frecuencia alélica heterocigota
A/G, mientras en los susceptibles predomina la frecuencia alélica homocigota A.

Figura 1-15. Identificacién de genes empleando la herramienta JBrowse de Phytozome 11
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A partir de las funciones relacionadas con DFP, en especial aquellas reacciones que implican presencia
de oxidacién-reduccién o especies reactivas de oxigeno que han sido reportadas como moléculas que
intervienen en el proceso de DFP (Reilly, 2001), se seleccionaron genes potenciales como marcadores
moleculares para la caracteristica DFP. En la tabla 1-16, se presentan los genes con su respectiva
localizacién, la descripeién corta y algunos nombres que recibe.

Tabla 1-16 Genes con potencialidad a marcadores moleculares

ID Gen Localizacion (Phytozome) Descripcién corta Nombres
Manes.02G027300 | Chr02:2101379-2103149 reverse strand | (M=128) KOGO0156 - Cytochrome Actividad de mono-oxigenasa,
P450 CYP2 subfamily oxidoreductasa, proceso oxidacion-
reduccion, etc.
Manes.03G085900 | Chr03:14082275-14084195 (M=7) PTHR11709:SF27 - L- Actividad de oxidoreductasa,
ASCORBATE OXIDASE procesos de oxidacién reduccion.
PECTINESTERASE-LIKE
PROTEIN POLLEN-SPECIFIC
PROTEIN-LIKE
Manes.03G096600 | Chr03:16343124-16345251 reverse M=5) 1.1.1.34 - Actividad de oxidoreductasa,
strand Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase | procesos de oxidacion reduccion.
(NADPH) / HMG-CoA reductase
Manes.05G150400 | Chr05:21372521-21374112 reverse (M=23) PTHR24298:SF86 - Actividad de mono-oxigenasa,
strand CYTOCHROME P450 71B21- oxidoreductasa, proceso oxidacién-
RELATED reduccion, etc.
Manes.08G029800 | Chr08:2673634-2675999 reverse M=68) KOGO0725 - Reductases with Actividad de deshidrogenasa,

strand

broad range of substrate specificities

actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccion.

Manes.10G069000

Chr10:10126311-10129446

M=)
PTHR10209//PTHR10209:SF177 -
OXIDOREDUCTASE, 20G-FE 11
OXYGENASE FAMILY PROTEIN

Actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccion. 2-
Oxoglutarate dioxigenasa.

Manes.10G084700

Chr10:17432509-17432851 reverse
strand

(M=12) 1.13.11.12 - Linoleate 13S-
lipoxygenase / Lipoxidase

Actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccion,
lipoxigenasa.

Manes.12G004500

Chr12:512434-517442

(M=564) PF13041 - PPR repeat family
(PPR_2)

Perfil de repeticion,
Pentatricopeptido

Manes.12G013000

Chr12:1091983-1095365

(M=15) PF00646//PF01344 - F-box
domain (F-box) // Kelch motif
(Kelch_1)

Galactosa oxidasa

Manes.12G026900

Chr12:2081938-2083938

(M=1) PTHR24015:SF705 -
PENTATRICOPEPTIDE REPEAT-
CONTAINING PROTEIN

Perfil de repeticion,
Pentatricopeptido

Manes.12G030100

Chr12:2317414-2323177 reverse strand

(M=4) PTHR11699:SF180 -
ALDEHYDE DEHYDROGENASE
FAMILY 2 MEMBER B7,
MITOCHONDRIAL

Actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccion,
aldehido deshidrogenasa

Manes.15G107700

Chr15:8163456-8167585

(M=06) 1.14.12.20 - Pheophorbide a
oxygenase / Pheide a oxygenase

ctividad de oxidoreductasa
Actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccién

Manes.16G012900

Chr16:1265267-1266594

(M=105) 1.11.1.7 - Peroxidase /

Actividad de peroxidasa, respuesta a

Lactoperoxidase estrés oxidativo, proceso de
oxidacion reduccion.
Manes.16G025000 | Chr16:2416694-2424959 M=5) Trans etilbeno oxido hidrolasa
PTHR10992//PTHR10992:SF869 -
ALPHA/BETA HYDROILASE

FOLD-CONTAINING PROTEIN

Manes.18G043000

Chr18:3718183-3720397 reverse strand

(M=6) 1.14.13.53 - 4"-
methoxyisoflavone 2'-hydroxylase /
Isoflavone 2'-monooxygenase

Actividad de mono-oxigenasa,
actividad de oxidoreductasa,
procesos de oxidacién reduccién

Se encontraron 15 genes involucrados en procesos de oxidaciéon reduccién, actividades de

oxidoreductasa, estrés oxidativo,

entre otras. Las expresiones génicas de dichos genes, estin en
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concordancia con lo reportado por Reilly (2001) quien describe que la generacion de heridas en las raices
de yuca desencadena una cascada de reacciones de oxidacién a nivel interno de la rafz, como efecto
inicial de la lesién, cuyo nivel de desarrollo depende del genotipo. Por otra parte Shimizu (2014) explica
que la 2-Oxoglutarate Dioxigenasa (20GD) interviene en la sintesis de cumarinas simples como la
escopoletina, que en este estudio tuvo un coeficiente de correlaciéon de Pearson de caracter medio pero
altamente significativo (0,55 p<0.0001) con el DFP y sustenta la identificacién del SNP que estd ubicado
en el cromosoma 10 y su localizaciéon es 10115869 pb cuya regiéon genética pertenece al gen
Manes.10G069000, en esta posicion los alelos que presentan los genotipos tolerantes de forma
homocigota son 4 con alelos T, 3 con C y 5 heterocigotos T//C, mientras que los genotipos susceptibles
presentan 8 homocigotos C, y 4 heterocigotos T/C, como se presenta en la tabla 1-17, donde se presenta
la localizacién del SNP, el gen y su composicion genética entre genotipos tolerantes y susceptibles. Lo
anterior presume que este gen en los genotipos tolerantes puede estar silenciado ya sea por algun efecto
de dominancia del alelo T sobre el alelo C. La mayoria de genes tienen implicacién en procesos de
oxidacion reduccion y actividad de oxidoreductasa, los cuales son factores claves que inducen el DFP y
facilitan su progreso durante el tiempo de almacenamiento de rafces; en especial la actividad
oxidoreductasa incrementa notablemente durante el DFP (Vanderschuren, ez a/., 2014).

Posicion | Gen con potencial 13 G(?IlOthOS Tolerant?s 14 Ge.notlpos Susceptllf)les SNP No Gen(?tipos
SNP 2 marcador Homocigotos | Heterocigotos | Homocigotos | Heterocigotos sinonimo sin
# Alelo # Alelo # Alelo # Alelo variantes
2101481 | Manes.02G027300 i i 6 A/G 8 A 3 A/G NO 4
14052964 | Manes.03G085900 10 G 3 A/G ; (A} 6 A/G NO 2
1 A 4 A
16346821 | Manes.03G096600 G T 2 A/T 1 T 9 A/T NO 4
21371137 | Manes.05G150400 4 A 9 A/G 5 G 5 A/G NO 4
2673172 | Manes.08G029800 3 C 8 T/C i 3; 6 T/C NO 4
10115869 | Manes.10G069000 ; Z 5 T/C 8 C 4 T/C NO 3
5 A 2 A
17425509 | Manes.10G084700 1 G 5 A/G 5 G 5 A/G NO 4
511665 Manes.12G004500 0 ¢ 4 C/G ! ¢ 5 Cc/G NO 1
s 3 G 7 G
7 T 2 T
1093673 | Manes.12G013000 1 C 5 T/C 5 C 4 T/C NO 3
1 T 7 T
2083077 | Manes.12G026900 5 G 7 T/G 1 G 3 T/G NO 3
2318704 | Manes.12G030100 ? g 4 C/A 7 A 5 C/A NO 5
2
8164336 | Manes.15G107700 4 T 8 T/G 5 (1; 4 T/G NO 4
1265074 | Manes.16G012900 7 A 4 C/A 1 g 10 C/A NO 4
2422025 | Manes.16G025000 7 G 2 A/G ; é 6 A/G NO 8
3719743 | Manes.18G043000 10 T 2 T/C 2 E 4 T/C SI 6

La tabla 1-17 muestra que solo un gen (Manes 18G043000) tiene un SNP de identificacién que es no
sinénimo, lo que quiere decir que este SNP puede actuar en la forma de expresioén del gen puesto que
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conlleva a una modificacién en la secuencia de aminoacidos, indicando que puede ser de gran
importancia en el estudio de la expresién génica en el proceso de DFP.

1.4 Conclusiones

» Se identificaron 361 SNPs codificantes, logrando visualizar la composicion genética de cada
alelo por cada genotipo estudiado, obteniendo la proporcion de cada alelo en cada uno de los
cromosomas en que se presentaron SNPs y se postularon 15 genes como potenciales
marcadores, involucrados en el proceso de DFP, ya que intervienen en procesos de oxidacién
reduccién, actividad oxidoreductasa y biosintesis de cumarinas simples.

» La escopoletina y niveles altos de materia seca en la raiz, estin positivamente correlacionados
de manera significativa con DFP, y ello supone un resultado desafortunado, pues una de las
metas en programas de mejoramiento es identificar genotipos con alto contenido de materia
seca en la raiz.

» El contenido de beta-caroteno y carotenos totales, no tevelan contribucion suficiente para
minimizar el DFP de manera directa.

» El estudio demostrd que el contenido total de carotenoides y beta-caroteno, son caractetisticas
estables dentro de las familias segregantes en carotenoides, de lo cual se deriva la identificacién
de 13 genotipos tolerantes a DFP (tabla 1-12).
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CAPITULO 2

IDENTIFICACION DE GENOTIPOS DE
Manihot esculenta Crantz EN FAMILIAS
SEGREGANTES DEL HIBRIDO
INTERESPECIFICO CW429-1 EN TERMINOS
DEL DFP Y CARACTERIZACION GENETICA

RESUMEN

Se evalud el comportamiento del deterioro fisiologico pos cosecha (DFP) en raices, de las familias
segregantes (CPDCR1B y CPDCR5B) del hibrido interespecifico CW429-1 entre Manibot esculenta y
Manihot walkerae (tolerante), se seleccionaron 35 genotipos de interés, mediante las variables tamafio de
raiz, DFP y peso promedio de raiz; a partir de los cuales se estudiaron caracteristicas morfolégicas,
caracteristicas de poscosecha como materia seca (MS), acido cianhidrico (HCN) y produccién de
escopoletina (ES), durante edades fisiolégicas de 10 y 12 meses en los afios 2013 y 2014, llevados a cabo
en CIAT. Las Caracteristicas morfolégicas no contribuyeron a la diferenciaciéon entre genotipos,
mientras que caracteristicas de pos cosecha, permitieron evidenciar el comportamiento variable de cada
genotipo, mediante analisis univariado. Se obtuvieron correlaciones positivas entre las variables DFP y
MS con coeficiente de Pearson de 0.53, DFP y ES con 0.35 ambas significativas (p<<0.0001). El modelo
lineal mixto, permitié seleccionar genotipos contrastantes para DFP, encontrando 12 genotipos
tolerantes a DFP, cuya caracterizacion genética contribuyo a la identificaciéon de 732 SNPs bialélicos,
que permitieron identificar 36 genes con potencialidad a ser marcadores moleculares para DFP.

Palabras clave: SNPs, genes, correlaciéon, materia seca, escopoletina, seleccion
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IDENTIFICACION DE GENOTIPOS DE
Manihot esculenta Crantz EN FAMILIAS
SEGREGANTES DEL HIBRIDO
INTERESPECIFICO CW429-1 EN TERMINOS
DEL DFP Y CARACTERIZACION GENETICA

2.1. Introduccion

El mejoramiento genético en yuca se basa en la produccién de hermanos completos y progenies de
hemanos medios, que se evalian posteriormente a través de seleccién fenotipica masal (Jennings y
Hershey 1985; Jennings e Iglesias 2002; Ceballos et al. 2012). A menudo se presta poca atencion, a la
estructura de la familia en el proceso de seleccién. Los mejoradores centran su atencién en la evaluacion
y seleccién de genotipos individuales, independientemente del origen de la familia (Ceballos ¢z /., 2015).
La yuca por poseer plantas alogamas, presentan un cambio constante a nivel genético, por lo que se
consideran como poblaciones altamente heterogéneas, con un comportamiento, genético individual de
tipo heterocigoto (Allard, 1978); una caracteristica clave del mejoramiento en yuca, es que todos los
efectos genéticos (aditivo, dominante, sobredominante y epistaticos) a pesar de que influyen en las
decisiones del mejorador durante el proceso de seleccién, también se pueden explotar durante su cultivo
mediante la clonacién de los genotipos. La reproduccién clonal en yuca, no solo permite la multiplicacién
de genotipos individuales sino que facilita la separacion de factores genéticos y ambientales que afectan
los rendimientos, permitiendo de esta forma estimar los efectos genéticos de forma adecuada dentro de
las familias (Ceballos ef a/., 2015).

A nivel mundial, la yuca es el quinto cultivo mas importante en términos de ingesta calérica humana
(Rosenthal, ¢f al., 2012). Sin embargo el mantenimiento y comercializaciéon de las raices de yuca son
afectados por una corta vida util que es el resultado de un proceso ripido denominado, deterioro
fisiolégico pos cosecha (DFP), que confiere a las raices caracteristicas desagradables, dentro de las 72
horas posteriores a la cosecha (Owiti ¢z a/., 2011). E1 DFP es generado por el dafio mecanico, resultado
que es inevitable de las operaciones involucradas en la cosecha. Una vez inicia el DFP, continua su
progreso desde el sitio del dafio, causando decoloracién general del parénquima de almacenamiento a lo
largo de la rafz (Uarrota ez al., 2015).

La variabilidad genética para la caracteristica DFP ha sido limitada en Manihot esculenta, lo que sugiere
necesario, incrementar la base genética a través de nuevos genotipos con tolerancia al DFP; por lo tanto
se han intentado cruzamientos interespecificos con otras especies de Manihot con el prop6sito de realizar
la introgresién de alelos utiles (Ceballos ef af., 2004). En este sentido Fregene ¢f al., (2004) reporto una
nueva fuente de genes que produce una rapida disminucién al DFP, identificada en un hibrido
interespecifico llamado CW429-1, obtenido mediante el cruzamiento entre la yuca cultivada Manibot
esculenta Crantz y la especie silvestre Manzhot walkerae, tolerante al DFP, originaria de Gran México
(Rogers y Appan, 1973). Este hibrido se ha empleado en la generaciéon de poblaciones segregantes con
el fin de identificar genotipos con tolerancia al DFP (Cuambe, 2007; Rosero, 2008).

El objetivo de este capitulo fue identificar genotipos segregantes del hibrido interespecifico CW429-1,
por tolerancia a DFP y caracterizar a nivel genético.
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2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Localizacién

Se realizaron 4 cosechas de genotipos de Manibot esculenta Crantz, para evaluacion del DFP vy
caracteristicas de interés. Las cosechas fueron realizadas durante los afios 2013 y 2014 en dos edades
fisiol6gicas, 10 y 12 meses para cada aflo, el estudio fue realizado en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical CIAT ubicado en el municipio de Palmira (Departamento del Valle del Cauca) a
03° 30’ latitud Notte y 76° 30’ longitud Oeste, 965 m.s.n.m. con 24 °C de temperatura promedia anual
(Cuambe, 2007).

2.2.2 Material biolégico

Se emplearon dos familias segregantes, la familia CPDCR1B con 55 genotipos y la familia CPDCR5B
con 45 genotipos, se incluyen los 3 parentales (B1PD280-008, B1PD280.040 y C4), familias de gran
interés, puesto que son segregantes del hibrido interespecifico CW429-1, obtenido a partir de un cultivar
de Manihot esculenta y la especie silvestre Manihot walkerae tolerante al DFP. Hstas familias fueron
obtenidas mediante investigaciones previas realizadas en CIAT a partir del estudio realizado por Cuambe
(2007) y Rosero (2008), donde se obtuvo una poblacién de hermanos medios (B1PD280, compuesta
por 252 individuos), a partir del parental resistente CW429-1 en policruzamiento con 8 genotipos elites
como parentales susceptibles (MTAI 8, CM523-7, HMC-1, MCOL1505, MBRA337, MPER183,
CM2772-3 y SM909-25); El esquema de obtencién de las familias se presentan en la figura 2-1.

Figura 2-1. Esquema de cruzamientos para la obtencién de las familias CPDCR1B y CPDCR5B
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2.2.3 Establecimiento en campo

Las familias CPDCR1B y CPDCR5B vy 5 testigos elites (MPER 183, MCOL 22, AM206-5, CM523-7 y
HMC-1), se sembraron en campo en septiembre de 2012 y octubre de 2013, empleando 10 semillas
clonales (estacas) de cada genotipo, obteniendo 10 plantas por genotipo para estudio. La disposicion de
las plantas en el campo experimental fue de 0.8 m entre plantas y 1.20 m entre surcos, en el centro de
caballones (camas) de 30 cm de altura y empleando aleatorizaciéon de genotipos. Por cada afio se
realizaron dos cosechas correspondientes a dos edades fisiologicas 10 y 12 meses, cosechando 3 plantas

por genotipo en cada cosecha para evaluacion del DFP, caracteristicas pre cosecha y caracteristicas de
cosecha como MS, HCN y ES.

2.2.4 Evaluacion pre cosecha

Se evaluaron caracteristica de pre cosecha 3 dfas antes de la cosecha, realizada a dos de las tres plantas a
cosechar. Las caracteristicas evaluadas son: vigor, numero estimado de estacas por planta y evaluacién
planta, datos que son de tipo cualitativo ya que son datos obtenidos de forma subjetiva de acuerdo al
fenotipo que presenta la planta. También se evaluaron caracteristicas de tipo cuantitativo como altura
de la planta, altura a la primera ramificacion, longitud tallo con hojas, medidas en cm, también se reportd
el numero de ramificaciones que presenta la planta.

Vigor: Se emplea una escalade 1 a 5, siendo 1 el menor grado de vigor y 5 el maximo de vigor presente
en la planta, basicamente de acuerdo al fenotipo presentado por el tallo, maximo vigor, posee un tallo
grueso y minimo un tallo delgado.

Nimero de estacas por planta: Es el nimero de estacas de 20 cm de largo, que posiblemente se
pueden obtener de una planta, es de interés ya que representaria el numero de semilla de tipo comercial,
que se puede obtener de cada planta.

Evaluacion planta: Se estima mediante una escala de 1 a 5, siendo 1 el mejor grado y 5 el peor. Se tiene
en cuenta la arquitectura de la planta, el vigor, el nivel de ramificacién, capacidad de producir estacas,
cantidad de follaje, ausencia de enfermedades y presencia de caracteristicas silvestres (CIAT, 2002). La
escala a usar es la siguiente:

1 = Plantas con buena arquitectura y vigor.

2 = Plantas con arquitectura y vigor intermedio.

3 = Plantas con buen vigor pero no buena arquitectura.

4 = Plantas con vigor intermedio pero caracteristicas silvestres.

5 = Plantas con bajo vigor y/o caracteristicas silvestres.

2.2.5 Evaluacion caracteristicas de cosecha

Se evaluaron caracteristicas de cosecha a partir de las 3 plantas cosechadas para evaluaciéon de DFP, se
evaluaron caracteristicas de tipo cualitativo y cuantitativo.

Tamafio de raiz: Evaluacion de forma visual cuyas alternativas son las siguientes: Muy pequefia
(didmetro<3 cm), pequefia (didmetro de 3 a 5 cm), mediana (didametro de 5 a 8 cm), grande (diametro
de 8 a2 11 cm) y muy grande (diametro > 11 cm), tomado como el promedio general de las raices de cada
genotipo.
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Color de raiz: Color promedio, que presenta cada genotipo en la epidermis, y puede ser raiz blanca o
café, medido de forma visual.

Color de Pulpa: Color promedio de la pulpa, de las raices de cada genotipo, pueden ser blanco, crema
y amarillo, medida de forma visual.

En términos cuantitativos se evalud, el peso promedio de raices por planta en kilogramos, y peso
promedio de rafz.

2.2.6 Cuantificacion de caracteristicas de interés agroindustrial: MS,
HCN, DFPy ES

Se realiz6 la evaluacién del contenido de MS a cada uno de los genotipos cosechados, empleando 3 a 4
raices, mediante el método de la AOAC (AOAC, 1995), cuya metodologia y ecuacion de calculo, fueron
descritas previamente en el capitulo 1 numeral 1.2.4.

La cuantificacién de HCN, se realiz6 usando el material restante del analisis de materia seca y usando la
metodologia descrita por Essers e al., (1993) con algunas modificaciones como se detall6 en el capitulo
1 numeral 1.2.5.

En cuanto al DFP se utilizaron 10 raices por genotipo a partir de 3 plantas cosechadas, el proceso
seguido para el montaje y almacenamiento de las raices para evaluacién del DFP es el desarrollado por
Wheatley e# al., (1985a) cuyo procedimiento fue escrito previamente en el capitulo 1 numeral 1.2.7,
modificando el tiempo de almacenamiento, ya que para este caso las raices se almacenaron por siete dias.

Por otro lado la cuantificacién del contenido de escopoletina, se realizé a la mezcla de las raices evaluadas
por DFP, con la metodologia propuesta por Sanchez ez al., (2013), cuyo método esta consignado en el
capitulo 1 numeral 1.2.8 del presente documento.

2.2.7 Identificacion de SNPs

Para llevar a cabo la identificacion de SNPs, se usaron solo aquellos genotipos que presentaron valores
estimados de DFP inferiores a -0.45 y supetiores o iguales a 0.33; 12 genotipos presentaron el fenotipo
tolerante y 10 el susceptible, mediante el empleo de la secuenciacion genética RAD-Sequencing (Baird,
et al., 2008), se llevo a cabo una identificacion de variaciones bialélicas de nucleétido simple (SNPs), que
diferenciaran las poblaciones tolerantes y susceptibles al deterioro fisiolégico pos cosecha. Para esto, se
seleccioné genotipos que presentaran diferencias fenotipicas en el valor estimado de DFP, es decir
tolerantes aquellos con DFP menor a -0.45 y susceptibles con DFP superior o igual a 0.33. Se extrajo
ADN de las muestras seleccionadas utilizando la metodologifas descrita por Doyle & Doyle (1990) y se
enviaron al Beijin Genomic Institute (BGI), donde se realizé la secuenciacion genética por RAD
sequencing (Baird, ¢z al., 2008), esta técnica consiste en la digestion de ADN gendémico, de multiples
muestras de interés con enzimas de restriccion seleccionadas, y adaptadores con etiquetas especificas de
las muestras, con terminaciones salientes que corresponden al sitio de corte de la enzima de restriccion,
que son ligados a los fragmentos de restriccién digeridos (Davey ez al., 2013). Estos adaptadores son
cortados a un tamafio adecuado (tipicamente de 300-700pb) para secuenciacién con Illumina mediante
sintesis. Una vez obtenidas las secuencias, se utilizé el software NGSEP (Next Generation Sequencing
Eclipse Plugin) (Cruz ez al., 2014) para mapear las secuencias crudas de illumina a la versioén actualizada
del genoma de referencia AMS560-2 vs 6.1 (Prochnik ez a/, 2012) disponible en Phythozome
(www.phythozome.net), con el propésito de identificar SNPs entre los genomas en estudio y el genoma
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de referencia, generando un catalogo de variantes y obteniendo los genotipos correspondientes a cada
muestra.

El archivo con los genotipos de las variaciones identificadas en cada una de las muestras se obtuvo en
formato VCF (Variant Call Format). Este archivo, posteriormente fue filtrado para eliminar las
variaciones que aun no estuvieran ensambladas en cromosoma en el genoma de referencia (es decir que
estuvieran aun en scaffolds), y se seleccionaron aquellas variaciones cuya frecuencia del alelo menor
(MAF) fuera mayor a 0,05 en la poblacién analizada y que se hubieran genotipado en por lo menos 85
% de las muestras. Se compararon las frecuencias alélicas de las poblaciones tolerantes y susceptibles a
DFP y se seleccionaron las variaciones que presentaron una diferencia alélica superior a 0,3.
Posteriormente, de estas variaciones que potencialmente diferenciatfan entre las poblaciones
susceptibles y tolerantes, se seleccionaron los SNPs que estuvieran anotados en regiones codificantes y
que fueran no sinénimos. La visualizacién grafica de estos SNPs se realizé en el programa FLAPJACK
(Milne ¢f al., 2010).

2.2.8. Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis univariado para la caracteristica tamafios de raiz, con el software JMP version 12.2,
empleando los datos de las cosechas realizadas en el afio 2013, con el objetivo de seleccionar solo
aquellos genotipos que presenten tamafios de rafz comercial, para uniformizar tamafios y eliminar el
ruido que se generarfa por aquellos genotipos que presente raices que no permitan realizar una adecuada
evaluacion de DFP.

Una vez seleccionado los genotipos por tamafios de rafz, se realizé otra selecciéon a través de la
caracteristica DFP, con el software JMP version 12.2, mediante un analisis Univariado, con el objetivo
de seleccionar aquellos genotipos que presentaron mayor uniformidad con respecto a la variable de
respuesta y que permita diferenciar genotipos con valores bajos, medios y altos en DFP y a su vez
cruzada con los datos de peso promedio de raiz. Una vez realizadas las selecciones respectivas, se
continuo las evaluaciones en el afio 2014 solo con los genotipos seleccionados a partir de los dos filtros
realizados e incluyendo los 5 genotipos como testigos.

Con las caracteristicas de pre cosecha y de cosecha se realiz6 andlisis de varianza y test de Tukey con el
software Infogen, con el objetivo de indagar si dichas caracteristicas permiten discriminar entre
genotipos para posibles correlaciones.

Se realizé andlisis univariado por genotipo empleando los datos obtenidos a partir de los 4 ensayos
realizados, se efectud anilisis de correlaciones mediante correlacion de PEARSON, con el software
estadistico Infogen Versién 2014. Se realiz6 analisis estadistico de cada uno de los 4 ensayos en estudio
en conjunto con los 4 ensayos adicionales descritos previamente en el capitulo uno del presente
documento, en el que se estudian los efectos de genotipo, temporada, dia de cosecha, rodaja, lluvia, y la
obtencién final de un estimador numérico que representa el DFP, el cual permitié explicar la mayor
variacién encontrada por genotipo; para lo cual se utilizo el software estadistico R version 3.1.1. y a partir
del cual se realiz6 la seleccién de genotipos tolerantes y susceptibles al DEFP para el analisis genético.

2.3. Resultados y discusion
2.3.1. Seleccion de genotipos por tamafio de raiz

Puesto que estas familias no se habfan evaluado previamente, solo en el afio 2013 se logrd observar el
comportamiento de cada uno de los genotipos en términos de produccién de raices, motivo por el cual



TAMARO RAIZ

Capitulo 2 81

se evaluaron todos los genotipos. A partir de los datos obtenidos de las dos primeras cosechas, realizadas
en el afio 2013 a edades fisiol6gicas de 10 y 12 meses a los 100 genotipos de las familias CPDCR1B y
CPDCR5B, incluyendo ademas los tres parentales, se seleccionaron aquellos genotipos que presentaron
rafces de tamafo comercial (Diametro >= 5 c¢m). En la figura 2-2 se presenta la variabilidad para la
caracteristica tamafio de raiz encontrada en las familias CPDCR1B y CPDCR5B, en la cual se empled la
siguiente escala:

Muy pequefia (Diametro de raiz inferior a 3 cm) = 1
Pequefia (Diametro de raiz entre 3-5 cm)= 2
Mediana (Diametro de rafz entre 5-8 cm)=3
Grande (Didmetro e raiz entre >8 cm)=4

La seleccion de raices se realizé para eliminar ruido al momento de evaluar las raices por DFP y ademas
para cumplir con los requisitos de seleccion de la raices descrito por Wheatley ez 4/, (1985a) quien reporta
que las raices deben tener un tamafio comercial y una longitud minima de 18 cm.

Figura 2-2. Variabilidad para la caracteristica tamafio de raiz afio 2013, en familias segregantes de CW429-1

GENOTIPO

@ 10 Meses 2013 ) 12 Meses 2013

A partir del analisis univariado, se seleccionaron genotipos con tamafio de raiz comercial es decir aquellos
con tamafios promedios igual o superior a 3, mostrado en la figura 2-2, la linea horizontal de los rombos
representan la media de las observaciones realizadas; obteniendo un total de 50 genotipos aptos para
continuar las evaluaciones dentro de los cuales estan incluidos los 3 parentales, genotipos que se
presentan en la tabla 2-1.
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Tabla 2-1. Genotipos seleccionados por tamafio de raiz comercial mediante analisis univariado

Genotipo # d? Media Genotipo # de: Media
observaciones observaciones
B1PD280-008 2 3 CPDCR1B-068 2 4
B1PD280-040 2 2,5 CPDCR1B-073 2 3

C4 1 4 CPDCR1B-074 2 4
CPDCR1B-003 2 3 CPDCR1B-075 2 35
CPDCR1B-008 2 3 CPDCR1B-076 2 3
CPDCR1B-013 2 4 CPDCR1B-078 2 3
CPDCR1B-015 2 3 CPDCR1B-080 2 35
CPDCR1B-016 2 35 CPDCR1B-083 2 3
CPDCR1B-019 2 35 CPDCR5B-003 2 3
CPDCR1B-026 2 3 CPDCR5B-016 2 4
CPDCR1B-027 2 35 CPDCR5B-019 2 4
CPDCR1B-028 2 3 CPDCR5B-035 2 3
CPDCR1B-030 2 3 CPDCR5B-036 2 3
CPDCR1B-034 2 35 CPDCR5B-041 2 3
CPDCR1B-038 2 3 CPDCR5B-043 2 3
CPDCR1B-039 2 4 CPDCR5B-052 2 3
CPDCR1B-043 2 3 CPDCR5B-053 2 35
CPDCR1B-046 2 3 CPDCR5B-055 2 35
CPDCR1B-048 2 3 CPDCR5B-069A 2 3
CPDCR1B-052 2 35 CPDCR5B-083 2 3
CPDCR1B-054 2 3 CPDCR5B-084 2 3
CPDCR1B-057 2 35 CPDCR5B-096 2 3
CPDCR1B-062 2 3 CPDCR5B-098 2 3
CPDCR1B-064 2 3 CPDCR5B-102 2 3
CPDCR1B-065 2 3 CPDCR5B-109 2 35

2.3.2. Seleccion de genotipos por uniformidad en DFP

Los datos obtenidos a partir de la seleccion por tamafio de raiz, permitio realizar la seleccion de aquellos
genotipos que presentaron mayor uniformidad en primer lugar en términos de DFP, es decir, se
seleccionaron genotipos con valores promedios de DFP, de forma variable (% DFP bajo, medio y alto),
cuya desviacion estandar sea la mas baja, es asi como por ejemplo el genotipo CPDCCR1B-008 con
media de 17,06 %DFP y desviacién estandar de 9.71 es seleccionado en vez del genotipo CPDCR1B-
083 (17,11 %DFP), con desviacién de 14.67, como se muestra en la figura 2-3; en segundo lugar la
seleccion se continuo en términos de peso promedio de rafz, seleccionando aquellos genotipos con
mejor comportamiento para esta caracteristica. De esta forma el nimero de genotipos se redujo a 35
incluidos los 3 parentales, para continuar con los ensayos en el afio 2014, los cuales se presentan en la
tabla 2-3.
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Figura 2-3. Variabilidad para la caracteristica DFP afio 2013 en familias segregantes de CW429-1
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Tabla 2-2. Genotipos seleccionados por % DFP y peso de raiz

CPDCRSB-043

CPDCRSB-052

CPDCRSB-053
CPDCRSB-055
CPDCR5B-0694

CPDCRSB-083

GENOTIPO Promedio %DFP DS Peso promedio de raiz (Kg) DS
B1PD280-008 5,25 2,31 0,230 0,009
B1PD280-040 7,45 4,98 0,125 0,021
C4 53,42 ND ND ND
CPDCR1B-008 17,06 9,71 0,225 0,064
CPDCR1B-013 18,49 5,53 0,441 0,006
CPDCR1B-015 25,23 1,96 0,282 0,047
CPDCR1B-019 12,59 2,59 0,235 0,097
CPDCR1B-026 13,03 0,97 0,254 0,019
CPDCRI1B-027 15,28 1,09 0,360 0,010
CPDCR1B-028 10,71 4,90 0,151 0,039
CPDCRI1B-034 24,76 6,90 0,250 0,047
CPDCR1B-043 12,99 5,67 0,213 0,003
CPDCRI1B-046 15,49 6,25 0,200 0,052
CPDCR1B-048 15,48 6,50 0,205 0,016
CPDCR1B-052 12,12 7,01 0,352 0,120
CPDCRI1B-054 16,25 4,36 0,238 0,018
CPDCRI1B-062 18,92 4,13 0,265 0,018
CPDCRI1B-064 4,87 0,66 0,278 0,082
CPDCRI1B-065 6,70 3,89 0,238 0,002
CPDCR1B-068 16,02 5,31 0,352 0,027
CPDCR1B-074 42,02 9,65 0,596 0,194
CPDCRI1B-075 10,06 13,95 0,338 0,059
CPDCRI1B-076 29,73 2,98 0,224 0,051
CPDCR1B-078 16,56 6,05 0,250 0,045
CPDCR1B-080 5,55 0,71 0,238 0,009
CPDCR5B-016 12,80 8,03 0,282 0,021
CPDCRS5B-036 9,43 0,27 0,215 0,039
CPDCR5B-041 22,35 4,08 0,256 0,038
CPDCR5B-043 19,28 2,49 0,319 0,036
CPDCRS5B-053 6,80 1,59 0,267 0,060
CPDCR5B-055 21,75 4,67 0,345 0,200
CPDCR5B-069A 8,17 3,14 1,399 1,630
CPDCRS5B-096 17,76 0,17 0,236 0,018
CPDCR5B-102 7,36 1,35 0,239 0,008
CPDCR5B-109 18,80 2,07 0,387 0,108

CPDCRSB-084

CPDCRSB-096

CPDCRSB-098

CPDCRSB-102

CPDCRSB-109
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2.3.3. Caracteristicas de pre cosecha: vigor, altura de la planta,
altura primera ramificaciéon, numero de ramificaciones, longitud
tallo con hojas, niamero de estacas por planta

Los analisis de varianza y test de Tukey para caracteristicas de precosecha (morfolégicas), como la
variable vigor, demuestra que solo 5 genotipos difieren significativamente, indicando que esta variable
no es adecuada para realizar una buena discriminacién entre genotipos, como se puede observar en la
tigura 2-4.

Figura 2-4. Analisis de varianza y test de Tukey para la variable vigor en 4 ensayos en familias segregantes

de CW429-1

AnAdli=i=z de la varianza

Wariable H B*= B*=
Wigor 138 0,40 O,

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.W. sSC gl CH F p—wvalor
Modelo. 22,93 34 0,67 2,04 0,0032
Genotipo 22,93 34 0,67 2,04 00,0032
Error 34,00 103 0,33
Total 56,593 137

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,62277

Error: 0,3301 gl: 103

Genotipo Medias n E.E.
BLPDZE0-008 2,00 4 0,2% &

c4 2,50 2 0,41 » B
CPDCRSB-036 2,50 4 0,22 L B
CPDCRI1B-0O7E 2,50 4 0,22 L B
CPDCR1B-052 2,50 4 0,22 L B
CPDCRI1B-02E 2,75 4 0,22 & B
CPDCR1B-065 2,75 4 0,22 L B
CPDCRI1B-04& 2,75 4 0,22 & B
CPDCRI1B-04E 2,75 4 0,282 L B
CPDCRSB-06%L 2,75 4 0,22 & B
CPDCR1B-015% 2,75 4 0,22 4 B
CPDCRSB-102 2,75 4 0,22 & B
CPDCR3B-016 2,75 4 0,22 B
CPDCR1B-0OED 2,78 4 0,22 . B
CPDCR1B-064 2,75 4 0,22 B
CPDCRSB-043 3,00 4 0,22 L B
CPDCR1B-013 3,00 4 0,22 2 B
CPDCRIB-026 3,00 4 0,22 L B
CPDCR1B-027 3,00 4 0,22 2 B
B1PDZ2E0-040 3,00 4 0,22 L B
CPDCRSB-0%6 3,00 4 0,22 2 B
CPDCRIB-O0OE 3,00 4 0,22 L B
CPDCRSB-055 3,00 4 0,22 2 B
CPDCRIB-0&2 3,00 4 0,22 L B
CPDCR1B-043 3,00 4 0,22 L B
CPDCRI1B- 3,00 4 0,22 L B
CPDCRIB-0O7T5 3,00 4 0,22 L B
CPDCRIB-0E4 3,00 4 0,22 L B
CPDCR1B-07& 3,25 4 0,22 L B
CPDCRI1B-074 3,50 4 0,22 L B
CPDCR1B-06E 3,50 4 0,22 L B
CPDCRSB-109 3,75 4 0,2% B
CPDCRSB-041 3,75 4 0,289 B
CPDCRSB-053 3,75 4 0,2% B
CPDCR1B-0189 4,00 4 0,28 B
Medias oon uma lobSza comin mo son significabivamonbts diforsntes (o > 0,05}

El analisis de varianza y el test de Tukey arrojaron que las variables altura de planta, altura a la primera
ramificacién, nimero de ramificaciones, longitud tallo con hojas y numero de estacas por planta
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tampoco discrimina entre genotipos, en el mejor de los casos solo dos genotipos difieren
significativamente, resultados que se pueden obsetrvar en el anexo C. Estos resultados, son esperados
puesto que las poblaciones usadas en el estudio son conformadas por hermanos medios, es decir
comparten informaciéon genética, y por lo general, caractetisticas de tipo motfolégico son controladas
por pocos genes, lo que hace que los genotipos sean estables y no son influenciados por los factores
ambientales.

2.3.4. Caracteristicas de cosecha: Peso promedio de raices por
planta, peso promedio de raiz, color de raiz, color de pulpay
tamafio de raiz

Los analisis de varianzas y test de Tukey realizados, muestra que las variables peso promedio de raices
por planta, peso promedio de rafz, color de rafz, color de pulpa y tamafio de raiz, de forma general no
permiten establecer diferencias significativas de medias entre los genotipos. En cuanto al tamafio de raiz,
es un resultado esperado, puesto que esta variable fue de gran importancia en la seleccién previa de los
genotipos, por tamafio de raiz comercial, para eliminar ruido al momento de evaluar DFP. Los anilisis
de varianza de estas caracteristicas se presentan en el anexo C.

2.3.5. Caracteristicas de Interés agroindustrial: MS, HCN, DFP y
ES

El analisis univariado para cada una de las caracteristicas evaluadas como materia seca (MS), dcido
cianhidrico (HCN), deterioro fisiolégico pos cosecha (DFP), y contenido de escopoletina (ES), permitio
obtener andlisis de varianza para cada una de las variables, que se presentan en las tablas 2-3, 2-4, 2-5 y
2-6 respectivamente; en concordancia el comportamiento de las mismas a través de cada uno de los
ensayos se presentan en las figuras 2-5, 2-6, 2-7 y 2-8 respectivamente. En el anexo D se presentan las
medias de las caracteristicas ya mencionadas.

Tabla 2-3. Analisis de varianza para la caracteristica MS en 4 ensayos en segregantes de CW429-1

Fuente de | Grados de Suma de Cuadrado Raz6n F | Prob >
variacion libertad cuadrados medio F
Genotipo 39 1265,6593 32,4528 3,2402 <,0001*
Error 119 1191,8549 10,0156
C. Total 158 2457 5143

El comportamiento del contenido de MS, fue variable a través de los ensayos, lo que se demuestra con
el analisis de varianza, el cual reporta diferencias significativas, es decir al menos un genotipo es diferente
de los demas. Se presenté una media muestral de 36.94% MS, teniendo valores desde 25 a 45 % de MS.
Algunos genotipos mas estables que otros, lo que es pertinente puesto que la caracteristica es de tipo
cuantitativa, es decir es afectada por los factores ambientales.
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Figura 2-5. Comportamiento de la MS durante los 4 ensayos en segregantes de CW429-1

% Materia Seca
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CPDCR1B-034
CPDCR1B-043
CPDCR1B-046
CPDCR1B-048

CPDCR1B-052

CPDCR1B-054
CPDCR1B-062
CPDCR1B-064
CPDCR1B-065
CPDCR1B-068
CPDCR1B-074
CPDCR1B-075
CPDCR1B-076

Genotipo

CPDCR1B-078

CPDCR1B-080
CPDCRSB-016
CPDCRSB-036
CPDCRSB-04

CPDCR5B-043

CPDCR5B-096
CPDCR5B-102
CPDCRSB-109

CPDCRSB-055

CPDCRSB-053
CPDCRS5B-069A

10 Meses (Ago-2014) @ 12 Meses (Oct-2014)

Tabla 2-4. Analisis de varianza para contenido de HCN en 4 ensayos en segregantes de CW429-1

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medio | Raz6on F | Prob > F
variacion libertad cuadrados
Genotipo 39 3423883.5 877919 5,0463 <,0001*
Error 119 2070281,2 173973
C. Total 158 5494164,7

Figura 2-6. Distribucién del contenido de HCN durante los 4 ensayos en segregantes de CW429-1
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CPDCR1B-068
CPDCR1B-074
CPDCR1B-075)
CPDCR1B-076
CPDCR1B-078
CPDCR1B-080
CPDCRSB-016
CPDCRSB-036
CPDCRS5B-053
CPDCRSB-055

CPDCRSB-0694

Genotipo

@ 10 Meses (Jul-2013) @ 12 Meses (Sep-2013) 10 Meses (Ago-2014) @ 12 Meses (Oct-2014)

El contenido de HCN también fue variable con diferencias significativas de acuerdo al analisis de
varianza, con valores que van desde 58 a 1048 ppm y una media muestral de 345 ppm. Se presentaron
genotipos mas estables que otros como por ejemplo CPDCR5B-053 y otros con mucha variacién como
CPDCR5B-102, representado en la figura 2-6 donde se observa el comportamiento de cada genotipo y

cuya variacion a través de los ensayo se ve representada por la ubicacién de los rombos.
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Tabla 2-5. Analisis de varianza para la caracteristica DFP en 4 ensayos en segregantes de CW429-1

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Razén F Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 39 18577,727 476,352 41159 <,0001*
Error 119 13772,408 115,735
C. Total 158 32350,135

Figura 2-7. Variabilidad para la caracteristica DFP en los 4 ensayos en segregantes de CW429-1
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Por su parte el DFP también permitié discriminar entre genotipos, obteniendo diferencias significativas
en el andlisis de varianza, con promedios por genotipo que van desde 5 a 45 % de DFP, con media
general de 18.9 % DFP; ademas se logra identificar que hay genotipos muy estables para la caracteristica,
como por e¢jemplo CPDCR5B-102 y el parental BIPD280-008, que para efectos de este estudio se
presentan como tolerantes y genotipos con caracteristicas de susceptibles, con una alta variacién entre
los ensayos realizados como los genotipos CPDCR1B-008 y CPDCR1B-013: comportamientos
presentados en la figura 2-7. La media general obtenida para DFP, es mucho mas baja que la reportada
por Rosero (2008) quien evalud la poblacién BIPD280 y obtuvo una media de 30.5 % de DFP para un
tiempo de almacenamiento de 7 dias.

Tabla 2-6. Anilisis de varianza para ES en 4 ensayos en segregantes de CW429-1

Fue.ntef ,de Gl:ados de Suma de Cuadr?do RazénF | Prob > F
variacion libertad cuadrados medio
Genotipo 39 2175270 5577,62 0,6914 0,9065
Ertror 119 959932,1 8066,66
C. Total 158 11774591
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Figura 2-8. Comportamiento del contenido de ES en los 4 ensayos en segregantes de C\W429-1
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La caracteristica contenido de escopoletina (ES), fue muy variable dentro de los genotipos y entre
genotipos, pero el analisis de varianza reporta que las diferencias no son significativas, con valores
promedios por genotipos que van desde 46 a 251 nmol g en base seca, con una media general de 105
nmol g! en base seca.

2.3.6 Analisis de correlacion entre las caracteristicas DFP, MS,
HCN vy ES

Mediante el analisis de correlacién de Pearson se identificaron dos interacciones importantes entre las
variables estudiadas; en este sentido las variables que mejor se correlacionan son DFP con MS, y DFP
con ES, con coeficientes de correlaciéon de 0.53 y 0.35 altamente significativa (p<<0,0001) como se
presenta en la tabla 2-7.

Tabla 2-7. Anlisis de correlacion de Pearson entre las variables DFP, MS, HCN y ES

Correlacion de Pearson
Variable (1) Variable (2) n Pearson p-valor
DFP MS 159 0,53 <0,0001
DFP HCN 159 -0,07 0,3508
DFP ES 159 0,35 <0,0001
MS HCN 159 -0,04 0,5888
MS ES 159 0,17 0,0282
HCN ES 159 -0,16 0,0502

El contenido de MS se correlacioné de forma positiva con el contenido de ES con un coeficiente de
0.17 pero no es significativa. La correlacion positiva entre DFP y MS es acorde a lo encontrado por Van
Oirschot ef al., (2000) y Sanchez ef al., (2006), quienes también encontraron correlaciéon positiva entre
estas dos caracteristicas, resultado que confirma que el desarrollo del DFP se ve favorecido por altos
contenidos de materia seca, variables que a nivel de mejoramiento genético deberfan ir en sentidos
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contrarios, es decir alta MS y bajo desarrollo de DFP. En cuanto al contenido de ES, es claro que el
DFP favorece la produccion de ES, puesto que es un proceso que se acelera en la medida en que las
raices sufren heridas al momento de la cosecha, con la consecuente acumulacién de metabolitos
secundatios, inducida por la alteracién de genes aunada a los factores ambientales Reilly ez a/., (2003).
En cuanto a la relacién existente entre el DFP y HCN es negativa y aunque no es significativa es un
comportamiento de interés puesto que estudios previos realizados por Zidenga ef al., (2012) demuestran
que la expresion oxidativa, se inicia por la liberacién de cianuro generada por las heridas causadas durante
la cosecha, lo que conlleva a una acumulacion de especies reactivas de oxigeno, inducida por la inhibicién
de la citocromo oxidasa en la cadena de transporte de electrones en el proceso de respiracion, cuya
concentraciéon de cianuro para inhibir la citocromo oxidasa es de 10-20 pM, concentracién muy por
debajo de las concentraciones normales de las raices (1-5 mM Yip y Yang (1998); Hell y Wirtz (2008)).
Nuestros resultados demuestran lo contrario puesto que la correlacién negativa entre DFP y HCN
presume que no hay un efecto directo entre el contenido de HCN y el desarrollo de DFP.

2.3.7 Anailisis estadistico de los ensayos realizados y obtencion
del valor estimativo de DFP

Se logré ajustar un modelo lineal mixto, con el total de los datos aportados por cada uno de los ensayos,
con efectos fijos por genotipo, rodaja, dia de evaluacion, madurez y época; también se incluy6 un efecto
aleatorio por rafz anidado en el ensayo por dia, por genotipo, por madurez y por raiz. Resultados que
fueron presentados previamente en este documento en el capitulo 1 numeral 1.3.5 tabla 1-9, donde se
presenta el analisis de varianza para los efectos de genotipo y rodaja en el DFP, de igual forma los valores
estimados para los efectos de madurez, dia, rodaja y lluvia se mantendrian constantes para todos los
genotipos, presentados previamente en la tabla 1-11 del capitulol. Mientras que el valor estimado para
el efecto genotipo seria constante solo para cada genotipo, de esta forma el valor de DFP aportado por
el modelo lineal seria unico para cada uno de los genotipos, valores que se presentan en la tabla 2-8, con
su respectivo etror estandar y valor t.

Tabla 2-8 Valor estimado del DFP por genotipo, con su respectivo error estindar y valor t

Efecto Nivel Estimado Esrtr((l)r Valor t Efecto Nivel Estimado Est:((;r Valor t
Intercepto 0.2542 0.2986 0.8514 | Intercepto 0.2542 0.2986 0.8514
Genotipo CPDCR5B-036 -1.2339 0.2842 | -4.3409 Genotipo MPER 183 0.0637 0.1892 0.3366
Genotipo CPDCR5B-102 -1.2260 0.2943 | -4.1660 Genotipo CPDCRI1B-048 0.0812 0.2847 0.2852
Genotipo CPDCR1B-075 -1.1428 0.3290 | -3.4731 Genotipo CPDCR5B-109 0.1855 0.2844 0.6520
Genotipo | CPDCR5B-069A -0.9727 0.2855 | -3.4069 Genotipo CPDCRI1B-026 0.2326 0.2870 0.8105
Genotipo CPDCR1B-080 -0.9646 0.2841 | -3.3956 Genotipo CPDCRI1B-062 0.3127 0.2846 1.0984
Genotipo B1PD280-040 -0.8948 0.2877 | -3.1100 Genotipo CPDCRI1B-078 0.3394 0.2850 1.1909
Genotipo CPDCR5B-053 -0.7561 0.2840 | -2.6627 Genotipo CPDCRI1B-054 0.4002 0.2849 1.4046
Genotipo B1PD280-008 -0.6678 0.2839 | -2.3524 Genotipo MCOL 22 0.5381 0.1873 2.8729
Genotipo CPDCRI1B-064 -0.6609 0.2842 | -2.3251 Genotipo CPDCR1B-019 0.5430 0.2909 1.8665
Genotipo CPDCRI1B-065 -0.6529 0.2954 | -2.2098 Genotipo CPDCR1B-068 0.5722 0.2844 2.0122
Genotipo CPDCR5B-096 -0.6229 0.2897 | -2.1502 Genotipo CPDCRI1B-046 0.6057 0.2840 2.1327
Genotipo CPDCRI1B-027 -0.5532 0.2880 | -1.9209 Genotipo HMC-1 0.7032 0.1848 3.8048
Genotipo CPDCR1B-052 -0.5251 0.2876 | -1.8260 Genotipo C4 0.7876 0.3611 2.1812
Genotipo CPDCR5B-016 -0.4325 0.2926 | -1.4782 Genotipo CPDCR1B-015 1.0594 0.2985 3.5493
Genotipo CPDCRI1B-028 -0.3691 0.2921 | -1.2636 Genotipo CPDCRI1B-034 1.1317 0.2876 3.9356
Genotipo CPDCR5B-043 -0.2985 0.2896 | -1.0305 Genotipo CPDCR1B-013 1.5503 0.2841 5.4569
Genotipo CPDCR5B-055 -0.2723 0.2995 | -0.9092 Genotipo CM523-7 1.8504 0.1843 | 10.0405
Genotipo CPDCR1B-043 -0.2643 0.2844 | -0.9292 Genotipo CPDCR1B-008 2.2674 0.2841 7.9816
Genotipo CPDCR5B-041 -0.2642 0.2843 | -0.9291 Genotipo CPDCRI1B-076 2.5740 0.2844 9.0524
Genotipo AM 206-5 0.0000 NA NA Genotipo CPDCRI1B-074 3.0114 0.2846 | 10.5816
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2.3.8 Seleccion de genotipos para caracterizacion genética e
identificacion de SNPs bialélicos relacionados al DFP

Empleando los datos obtenidos con el modelo lineal mixto, presentados en la tabla 2-8, se seleccionaron
genotipos extremos en términos del valor estimador de DFP; 12 genotipos tolerantes a DFP que
presentaron valores inferiores a -0.45 y 10 genotipos susceptibles con valores supetiores o iguales a (.33,
con los cuales se realizé la caracterizacién genética, los cuales se les realizd secuenciacién genética,
genotipos presentados en la tabla 2-9. Solo tres genotipos que estaban dentro de los rangos de seleccion
entre tolerantes y susceptibles, no fueron tenidos en cuenta (CPDCR1B-027, CPDCR1B-052 y
CPDCR1B-019), puesto que no se tenfan sus respectivas secuencias.

Tabla 2-9. Genotipos seleccionados para caracterizacion genética en segregantes de CW429-1

Valor estimado % Valor estimado %
Genotipo tolerante DFP DFP | Genotipo susceptible DFP DFP
CPDCR5B-036 -1,2339 5,52 CPDCRI1B-078 0,3394 21,30
CPDCR5B-102 -1,2260 6,37 CPDCRI1B-054 0,4002 21,92
CPDCRI1B-075 -1,1428 9,09 CPDCRI1B-068 0,5722 23,25
CPDCR5B-069* -0,9727 5,81 CPDCRI1B-046 0,6057 23,37
CPDCR1B-080 -0,9646 7,73 CPDCRI1B-015 1,0594 28,37
B1PD280-040 -0,8948 8,87 CPDCRI1B-034 1,1317 27,96
CPDCR5B-053 -0,7561 5,58 CPDCRI1B-013 1,5503 32,89
B1PD280-008 -0,6678 10,56 CPDCR1B-008 2,2674 40,09
CPDCR1B-064 -0,6609 10,87 CPDCRI1B-076 2,5740 43,38
CPDCRI1B-065 -0,6529 10,98 CPDCRI1B-074 3,0114 44,27
CPDCR5B-096 -0,6229 11,79
CPDCR5B-016 -0,4325 11,47

Con las secuencias obtenidas de Ilumina y los datos de DFP, se logté la obtencién de variantes alélicas
(SNPs) entre los genotipos en estudio y el genoma de referencia AM560-2 vs 6.1, se obtuvieron como
resultado 732 SNPs, de los cuales 71 SNPs son no sinénimos, que en otras palabras son SNPs que
generan un cambio en la secuencia de aminoacidos. En las figuras 2-9 y 2-10 se presenta un ejemplo de
la representacién grafica de los SNPs codificantes y no sinénimos respectivamente para el cromosoma
14 del genoma de Manihot esculenta Crantz, obtenida mediante el software FLAPJACK (Milne ez a/., 2010).
En la tabla 2-10 se presenta una tabla resumen del nimero de SNPs codificantes y no sinénimos por
cromosoma. En el anexo 4. Se presenta la tabla frecuencias alélicas donde se incluye la posicién y nimero
de cromosoma de los SNPs encontrados entre las poblaciones tolerantes y susceptibles.
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Figura 2-9. Representacién grafica en FLAPJACK de SNPs Codificantes, con su respectivo genotipo por
muestra en el cromosoma 14
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Figura 2-10. Representacion grafica en FLAPJCK de SNPs No Sinénimos, con su respectivo genotipo
por muestra en el cromosoma 14
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Tabla 2-10. Resumen nimero total de SNPs codificantes y no sinénimos por cromosoma para las 22
muestras seleccionadas

Cromosoma # .SNPS SNPs No Mu?stras
Codificantes | .. , . seleccionadas
Sinoénimos
1 23 1 22
2 2 22
3 48 2 22
4 32 2 22
5 33 4 22
6 11 22
7 46 5 22
8 75 10 22
9 18 1 22
10 19 1 22
11 21 2 22
12 60 7 22
13 20 3 22
14 236 25 22
15 12 22
16 53 8 22
17 6 22
18 17 22
Total 732 71

El cromosoma 14 fue el que mas presenté SNPs tanto codificantes como no sinénimos (236 y 25
respectivamente), mientras que los cromosomas 2 y 17 fueron los que menos SNPs codificantes
presentaron (2 y 6 respectivamente) y no presentaron ningun SNP no sinénimo.

En cuanto al nimero total de alelos teniendo en cuenta que son 732 SNPs y 22 muestras son 16104
alelos y cuya descomposicion por cromosoma se presenta en la tabla 2-11 para codificantes y 2-12 para
no sinénimos, con sus respectivos porcentajes de peso dentro de cada cromosoma, encontrando que los
alelos de mayor frecuencia son el T con 2491 y el A con 2417 presencias y los alelos de menor frecuencia
son las combinaciones heterocigotas G/C con 379 y C/A 439 presencias.

Por su parte los alelos de los SNPs no sin6nimos se presentan en la tabla 2-15, resultados que muestran
también que los alelos mas predominantes son el G con 244 y la combinacién heterocigota A/G con
221 y los alelos de menor frecuencia son las combinaciones C/G con 45y T/G con 57.
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Tabla 2-11. Composicién alélica por cromosoma con su respectiva proporcion en SNPs codificantes

Alelo G/A|T/G| G |C/T|G/C| A T C |C/A|A/T
Cromosoma 1 54 | 29 40 70 74 28 58 60 62 | 31 0
% 10,7 5,7 | 7,9 | 13,8 14,6 | 55 | 115|119 | 123 | 6,1 0
Cromosoma 2 6 0 0 0 5 0 3 3 16 11 0
% 136 0 0 0 | 114 O 6,8 | 6,8 | 364 | 25 0
Cromosoma 3 95 71 42 | 147 | 80 12 | 173 | 204 | 126 | 17 89
% 9 6,7 4 1139 76 | 1,1 | 1641193 11,9 | 1,6 | 84
Cromosoma 4 80 28 20 67 75 17 90 | 158 | 95 25 49
% 114 4 2,8 195 [10,7 | 24 [ 128|224 |13,5]| 3,6 7
Cromosoma 5 64 | 36 33 | 127 | 45 13 | 139 | 121 | 96 6 46
% 8,8 5 45 175 62 | 1,8 [ 191 ] 16,7 |132| 0,8 | 6,3
Cromosoma 6 26 27 10 32 26 0 23 44 | 28 0 26
% 10,7 | 11,2 | 41 | 13,2]10,7| O 95 [18,2|11,6| O | 10,7
Cromosoma 7 92 | 130 | 32 | 158 | 77 28 | 122 | 145 | 161 | 13 54
% 9,1 1128 32 | 156 7,6 | 2,8 | 121|143 159 | 1,3 | 5,3
Cromosoma 8 172 | 222 | 60 | 231 | 215 | 31 | 186 | 228 | 168 | 29 | 108
% 104 | 135| 3,6 | 14 13 1,9 | 11,3138 102 | 1.8 | 6,5
Cromosoma 9 35 52 0 53 30 20 70 50 58 7 21
% 8,8 | 13,1 0 |134| 76 | 51 [ 17,7126 |146| 1,8 | 53
Cromosoma 10 45 69 3 93 25 5 49 65 | 42 0 22
% 10,8 1 16,5 | 0,7 | 222] 6 1,2 [ 11,7 [ 15,6 | 10 0 5,3
Cromosoma 11 47 80 14 89 43 17 55 40 77 0 0
% 10,2 | 17,3 3 (193] 93 | 3,7 |11,9] 87 |16,7| 0 0

>

Cromosoma 12 104 | 111 | 57 | 201 | 109 | 16 | 226 | 250 | 176 | 35 | 35

% 79 | 84 | 43 | 152 | 83 | 1,2 [17,1 [ 189 133 | 2,7 | 2,7
Cromosoma 13 42 39 21 46 44 8 67 65 84 7 17
% 95189 | 48 [10,5] 10 | 1,8 | 152|148 191 | 1,6 | 3,9
Cromosoma 14 485 | 527 | 180 | 723 | 369 | 97 | 930 | 707 | 776 | 188 | 210
% 93 110,21 35 [ 139 71 | 1,9 |179 | 13,6149 | 3,6 4
Cromosoma 15 29 20 0 9 47 21 23 39 | 46 10 20
% 11 7,6 0 34 117,8| 8 8,7 148|174 | 3,8 | 7,6
Cromosoma 16 110 | 101 | 28 | 157 | 97 57 | 147 | 194 | 168 | 52 55
% 94 | 87 | 24 [135| 83 | 49 126|166 | 144 | 45 | 4,7
Cromosoma 17 14 20 0 9 21 0 16 25 19 0 8
% 10,6 | 152 O 6,8 [159| 0 |121|189 (144 O 6,1
Cromosoma 18 29 7 24 24 44 9 40 93 64 6 34
% 78 119 | 64 | 6,4 | 11,8 | 24 10,7 (249 (171 1,6 | 9,1

Frecuencia Total
Alelo 1529 [ 1569 | 564 | 2236|1426 | 379 | 2417|2491 | 2262 | 437 | 794
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Tabla 2-12. Composicion alélica por cromosoma con su respectiva proporcion en SNPs no sinénimos

Alelo T/G| A | T | G |T/A| C |[C/G|A/G|C/T|C/A

Cromosoma 1 1 10 0 3 8 0 0 0 0 0 0
% 45 1455| 0 [13,6(36,4| O 0 0 0 0 0
Cromosoma 3 4 6 9 9 8 0 0 0 8 0 0
% 9,1 | 13,6 120,5]20,5|182| 0 0 0 182 O 0
Cromosoma 4 6 7 0 15 0 0 12 0 0 4 0
% 13,61 159 | 0 |341| O 0 (273 O 0 9,1 0
Cromosoma 5 11 0 11 2 |1 24| 10 | 15 5 5 5 0
% 1251 0 [125]23 (273 11,4 | 17 | 5,7 | 5,7 | 5,7 0
Cromosoma 7 5 0 14 2 17 14 2 14 42 0 0
% 4.5 0 [12,7| 1,8 |155|12,7 | 1,8 | 12,7 | 382 | O 0
Cromosoma 8 25 0 8 | 41 | 33 0 13 0 56 44 0
% 114 0 36 (18,6 15 0 59 0 |255]| 20 0
Cromosoma 9 0 0 9 0 5 0 0 0 8 0 0
% 0 0 |409| 0 (22,7 0O 0 0 364 0 0
Cromosoma 10 2 0 3 0 6 0 0 0 11 0 0
% 9,1 0 |13,6| 0 (27,3 0O 0 0 50 0 0
Cromosoma 11 5 0 7 0 7 0 8 8 9 0 0
% 114 0 |[159| O [159| O (18,2182 (205 | O 0
Cromosoma 12 12 | 10 8 | 36 | 17 0 42 5 0 16 8
% 7,81 6,5 | 52 23,4 11 0 |273] 3,2 0 1041 5,2
Cromosoma 13 5 10 1 8 2 0 27 0 0 6 7

% 7,6 | 152 | 1,5 [12,1| 3 0 [409| O 0 9,1 10,6
Cromosoma 14 47 9 113 49 | 87 | 21 79 6 70 22 47
% 85| 1,6 (20,5 8,9 [158]| 3,8 |144| 1,1 | 12,7 | 4 8,5
Cromosoma 16 10 5 16 | 47 | 30 | 14 | 22 7 12 6 7
% 571 2,8 | 9,1 (26,7 17 8 |125] 4 6,8 | 34 4
Frecuencia Total Alelo | 133 | 57 | 199 | 212|244 | 59 |220| 45 | 221 | 103 | 69

Haciendo uso de la tabla de la posiciéon de cada SNP codificante (Anexo E), se logré identificar el
numero total de genes correspondientes a cada cromosoma, es asi como de 732 SNPs encontrados, se
identificaron 496, puesto que los 236 SNPs restantes, son cercanos entre si y caen dentro del mismo gen
o region cercana al gen, ademas de los 496 genes encontrados 174 corresponden a genes que se
encuentran en regiones cercanas a la posicion del SNP, los genes por cada SNP se presenta en el anexo
E. Se identificaron genes empleando la herramienta JBrowse de Phytozome para Manibot esculenta v 6.1
como se describi6 en el capitulo 1, en la figura 1-15.

A partir de la identificaciéon de genes, se seleccionaron aquellos genes que presentan funciones
relacionadas con DFP en especifico aquellas reacciones que implican presencia de oxidacion-reduccion
o especies reactivas de oxigeno que han sido reportadas como moléculas que intervienen en el proceso
de DFP (Reilly, 2001). Obteniendo 36 genes con potencialidad a marcadores moleculares para la
caracteristica DFP, los cuales se presentan en la tabla 2-13 con su respectiva localizacion, la descripcion
corta y algunos nombres que recibe, que estan involucrados en procesos de oxidacién reduccion,
actividades de 6xido-reductasa, estrés oxidativo, entre otras. Las expresiones génicas de dichos genes,
son acordes a reportes en la literatura cuyos resultados estan relacionados al DFP y principalmente
involucran la formacién de metabolitos secundarios que inician su proceso de sintesis a partir de la
generacion de heridas en las raices de yuca. Es asi como el gen Manes.12G082100 (Prochnik, ef a/., 2012)
puede ser de gran interés como potencial marcador molecular, para identificar procesos que regulan la



Capitulo 2

95

produccién de metabolitos secundarios como lo es la sintesis de superoxido dismutasa (SOD), que de
acuerdo a lo reportado por Xu ez al., (2013), la actividad de SOD se incrementa dramaticamente durante
las primeras 24 horas de pos cosecha de raices de yuca y se mantiene hasta las 96 horas. Ademas de la
identificacién de genes que contribuyan a la tolerancia al DFP, se debe realizar operaciones de cosecha
adecuadas, que en conjunto, permitirfan alcanzar periodos mas altos de almacenamiento de raices de
yuca que evitarfan la expresion de especies reactivas de oxigeno y por ende el DFP. Zidenga ez a/., (2012)
reportd que la inhibicién de la actividad citocromo oxidasa genera acumulacién de especies reactivas de
oxigeno, puesto que se inhibe el transporte de electrones durante la respiracion; ahora bien los genes
involucrados con la actividad de la citocromo oxidasa como el gen Manes.18G064600, pueden ser de
gran interés a la hora de identificar genotipos tolerantes, debido a que, si existe expresion génica para la
actividad citocromo oxidasa, no habria produccién de especies reactivas de oxigeno. En la tabla 2-14 se
presentan los SNPs y los genes correspondientes con la composicion de alelos entre genotipos tolerantes
y susceptibles.

Tabla 2-13. Genes con potencialidad a marcadores moleculares en segregantes de CW429-1

ID Gen Localizacion (Phytozome) Descripcion corta Nombres
Manes.01G066000 | Chr01:18960176-18969527 g;ZL)ESPSTZHRWM:SFO - PROTEIN gﬁfﬁ;ﬁdCdzxjgsggiz-&;;dasa y
o | CRUSTAEDS (065 2310 oot e i
oo ey |02 prRiomsEs | CC0 R e de o

reverse strand

A OXIDASE 2

grasos, actividad oxidoreductasa, procesos
de oxidacién-reduccion

Manes.03G135400

Chr03:23094330-23096873

(M=1) PTHR12263//PTHR12263:SF3 -
VACUOLAR ATP SYNTHASE
SUBUNIT H

Actividad de citocromo-c oxidasa

Chr03:25841648-25845486

(M=1) PTHR10209//PTHR10209:SF120

Actividad oxidoreductasa, procesos de

Manes.03G166100 reverse strand - OXIDOREDUCTASE, 20G-FE 1I idacion_reduccion
cvemses OXYGENASE FAMILY PROTEIN [ @¥i@acionmreduedo
M=3) 1.1.1.54//1.3.1.102 - 2-alkenal | Actividad oxidoreductasa, procesos de
Manes.05G119600 | Chr05:12516645-12518842 reductase  (NADP(+)) / NADPH- | oxidacién-reduccién, NADPH-
dependent alkenal/one oxidoreductase dependent alkenal/una oxidoreductasa
. : M=3) 1.1.1.54//13.1.102 - 2-alkenal | Actividad oxidoreductasa, procesos de
Manes.05G120000 iﬁﬁi:iﬁ?ﬂzf 12878076 | cductase  (NADP(+)) / NADPH- | oxidacién-reduccion, NADPH-
dependent alkenal/one oxidoreductase dependent alkenal/una oxidoreductasa
. § (M=1) PTHR11695//PTHR11695:SF556 . .
Manes.05G144200 rChr(iS.ZOtSrS'lejO 20559172 . ALCOHOL DEHYDROGENASE A({tc11v1ci1:,1d o§1do14r?ductasa, procesos de
everse stra RELATED oxidacién-reduccion
X ) M=2) 1.2.1.41 - Glutamate-5- .. .
Manes.07G120700 Chr07:24796152-24805235 semialdehyde dehydrogenase / Glutamyl- Actividad oxidoreductasa, procesos de

reverse strand

gamma-semialdehyde dehydrogenase

oxidacion-reduccion
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Continuacién tabla 2-13. Genes con potencialidad a marcadores moleculares

en segregantes CW429-1

ID Gen Localizaciéon (Phytozome) Descripcion corta Nombres

Chr08:5595297-5597475 (M=4) PTHR13878SF53 - CYTOKININ | /:ctvidad oxidoreductasa, procesos
Manes.08G054800 reverse strand DEHYDROGENASE 6 de oxidacién-reduccion, actua sobre

el grupo de donadores CH-OH.
(M=2) PTHRI1540:F21 - MALATE Actividad oxidoreductasa, procesos
Manes.10G090600 | Chr10:18847490-18849131 DEHYDROGENASE, de oxidacion-reduccion, actua sobre
GILYOXYSOMAL el grupo de donadores CH-OH,

NAD o NADP como aceptor
Actividad oxidoreductasa, procesos
Manes.11G062800 Chrl1:6385423-6395508 M=1) 1.1.1.85 - 3-isopropylmalate | de oxidacién-reduccién, actua sobre
’ dehydrogenase / IMDH el grupo de donadores CH-OH,
NAD o NADP como aceptor
. g M=2) PTHR34793:SF1 - PROTEIN : . L
Manes.12G082100 Chr12:9818089-9819434 THYLAKOID FORMATION 1, Fé,Mn dominio superdxido
reverse strand CHLOROPLASTIC dismutasa (SOD)
Manes.12G094300 Chr12:15358962-15359537 (M=2) PTHR36766:5F1 - HR3 NADPAdependlente de
reverse strand oxidoreductasa

Actividad oxidoreductasa, procesos

M 12 = : - S . 2 .
anes.12G094600 | -\ 15.15889458-15894281 f\“{{ULZ%f ggﬁéﬁ%gﬁ?gi T09:F26 - | 40 oxidacién-reduccion, Cu-oxidasa,

B Cu-oxidasa_2, Cu-oxidasa_3

Manes.12G096800 (M=5) PTHR10209//PTHR10209:SF154 Actividad oxidoreductasa, procesos

Chr12:18146460-18147873

- OXIDOREDUCTASE, 20G-FE 11
OXYGENASE FAMILY PROTEIN

de oxidacién-reduccion

Manes.13G129000

Chr13:25625964-25629994

(M=2) PTHR11709//PTHR11709:SF26 -
MULTI-COPPER OXIDASE

Actividad oxidoreductasa, procesos
de oxidacién-reduccion, Cu-oxidasa,
Cu-oxidasa_2, Cu-oxidasa_3

(M=2) PTHR11540//PTHR11540:SF29 -

Actividad oxidoreductasa, procesos

Manes.14G078500 | Chr14:6372270-6375555 | MALATE AND LACTATE | ge oxidacién-reduccion, actua sobre
reverse strand DEHYDROGENASE el grupo de donadores CH-OH,
NAD or NADP com acceptor.
N,N-actividad dimetilanilina
Manes.14G082900 i } (M=2) PTHR23023:SF86 - FLAVIN-|monooxigenasa, actividad
Chrlf'66?298t1r 62(916474 CONTAINING MONOOXYGENASE | oxidoreductasa, procesos de
everse stra EMO GS-OX-LIKE 8-RELATED oxidacién-reduccion,
FMOXIGENASA
. ] M=5) PTHR10165 - LIPID | Cloroperoxidasa contienen
Manes.14G107600 | Chr14:8736568-8740357 PHOSPHATE PHOSPHATASE vanadium; dominio 1
Actividad  oxidoreductasa, actua

Manes.14G108800

Chr14:8830100-8836265
reverse strand

M=2) 1.14.11.4 - Procollagen-lysine 5-
dioxygenase  / Procollagen-lysine,2-
oxoglutarate 5-dioxygenase

sobre los donantes pareados, con
incorporacion o  reduccion de
oxigeno molecular, Proceso de
oxidacion-reduccion

Manes.14G124100

Chr14:11040158-11052127

M=9) PTHR22981 - 3-
HYDROXYISOBUTYRATE
DEHYDROGENASE-RELATED

Actividad oxidoreductasa, procesos
de oxidacion-reduccion,
F420_oxidoreduccion

Manes.14G125300

Chr14:11151407-11153079
reverse strand

(M=2) PTHR32448:SF34 -
PROTEIN-RELATED

F22M8.11

Actividad oxidoreductasa, procesos
de oxidaciéon-reduccion, actua sobre
el grupo de donadores CH-OH
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Continuacion tabla 2-13. Genes con potencialidad a marcadores moleculares en segregantes CW429-1

Manes.14G154000

Chr14:16500990-
16507055 reverse strand

PTHR19384//PTHR19384:SF74
- FLAVODOXIN-RELATED

Localizaciéon s,
ID Gen (Phytozome) Descripcién corta Nombres
Actividad  oxidoreductasa, actua sobre los
i . (M=2) PTHR24282:SF25 - |donantes pareados, con incorporacién o
Manes.14G129000 | Chrl4:11489685-11493377 | ~\-1OCHROME P450 734A1 | reduccion de oxigeno molecular, Proceso de
oxidacion-reduccion
Chr14:12705523- M=2) PTHR10612 -1 .- .
Manes.14G141400 | 17706603 reverse strand | APOLIPOPROTEIN D Zea-epoxidasa
M=1)

Actividad oxidoreductasa, procesos de oxidacion-
reduccion

Manes.14G159000

Chr14:19011413-19017644
reverse strand

M=2) PTHR11863:SF2 -
PROTEIN ECERIFERUM 3

Actividad oxidoreductasa, procesos de oxidacion-
reduccion

Manes.14G163400

Chr14:21284520-
21284820

M=8) 1.9.3.1 - Cytochrome-c
oxidase / Warburg's respiratory
enzyme

Actividad citoctomo-c oxidasa, Citocromo C
oxidasa subunidad h

Manes.14G163500

Chr14:21313788-21323278
reverse strand

M=8) 1.9.3.1 - Cytochrome-c
oxidase / Warburg's respiratory
enzyme

Actividad citoctomo-c oxidasa, Citocromo C
oxidasa subunidad Vib

reverse strand

DEHYDROGENASE-LIKE 1-
RELATED

%ng Al;’l};]—_IRl 1699:5F49 - Actividad oxidoreductasa, actividad
Manes.16G048100 | Chrl6:8031982-8047353 | SEMIALDEHYDE oxidoreductasa,, actua en el grupo aldehido o
DEHYDROGENASE grupo oxo de donadores, NAD o NADP como
MITOCHONDRIAL acepror.
(M=2) PTHR10209:SF146 - 2-
OXOGLUTARATE  (20G)
X AND FE(II)-DEPENDENT | Actividad oxidoreductasa, procesos de oxidacion-
Manes.16G109800 | Chr16:26512691-26517271 OXYGENASE reduccion
SUPERFAMILY  PROTEIN-
RELATED
X g (M=2)  PTHR13878:SF60 - | Actividad oxidoreductasa, actividad
Manes.18G021600 rcehzlrssews?f:;?i 1700638 CYTOKININ oxidoreductasa, actua sobre el grupo de donadores
v DEHYDROGENASE 5 CH-OH, procesos de oxidacion-reduccién
M=3) 1.624 - NADPH-- . . o
Manes.18G058200 | Chr18:5058453-5065077 | hemoprotein reductase / TPNH- éznvcﬁaéi oxidoreductasa, procesos de oxidacion-
cytochrome c reductase "
Chr18:5571015-5574941 (M=2) KOG3057 - Cytochrome ¢ | Actividad citocromo-c oxidasa, Citocromo C
Manes.18G064600 reverse strand oxidase, subunit VIb/COX12 oxidasa subunidad h
(M=1) PTHR11695:SF492 -
Manes.18G064700 Chr18:5593106-5594128 | ALCOHOL Actividad oxidoreductasa, procesos de oxidacién-

reduccion

Manes.18G065100

Chr18:5621249-5623444

M=9) 1.13.11.19 - Cysteamine
dioxygenase / Persulfurase

Actividad  oxidoreductasa, actua sobre los
donantes  pareados, con incorporacién o
reduccion de oxigeno molecular, Proceso de

oxidacion-reduccion
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Tabla 2-14. SNPs y genes involucrados en DFP y su composicién en genotipos tolerantes y

susceptibles
Posicién | Gen con potencial 12 G'enotipos Toleran‘tes 10 Ge‘notipos Susceptil?les SNP No Gen(?tipos
Homocigotos | Heterocigotos | Homocigotos | Heterocigotos P sin
SNP a marcador sinénimo .
# Alelo # Alelo # Alelo # Alelo variantes
18968777 | Manes.01G066000 g 5\1 7 G/A 6 G 3 G/A NO 2
20318058 | Manes.01G076900 | 5 G 5 G/C i E’ 4 G/C NO 3
20924022 | Manes.01G083700 é i 6 G/A 10 A 0 NA NO 0
23094723 | Manes.03G135400 i (CI 3 G/C 8 G 1 G/C NO 3
25844007 | Manes.03G166100 j g 2 T/G 5 T 4 T/G SI 3
12517523 | Manes.05G119600 i g 3 T/G 7 G 1 T/G NO 3
4 G

12877446 | Manes.05G120000 3 A 4 G/A 7 G 1 G/A SI 3
20558982 | Manes.05G144200 i ’(lz 3 Cc/T 7 C 2 C/T NO 1
24798474 | Manes.07G120700 | 9 C 3 Cc/T ; % 5 C/T NO 1
5595893 | Manes.08G054800 i i 5 G/A 6 G 2 G/A NO 2
18832757 | Manes.10G090600 é ? 5 A/T 8 T 0 NA NO 3
6398437 | Manes.11G062800 i ,? 5 Cc/T 5 C 4 C/T NO 2

9818771 | Manes.12G082100 i CA} 1 G/A 6 A 3 G/A NO 3
15356349 | Manes.12G094300 i Eé 3 C/T 6 C 2 C/T NO 3
15889997 | Manes.12G094600 2 C(;; 4 G/C i S 2 G/C NO 2
18100224 | Manes.12G096800 j i 4 G/A 6 G 3 G/A NO 1
25626618 | Manes.13G129000 i Eé 5 C/T 9 T 0 NA NO 3
6374169 | Manes.14G078500 | 9 C 2 C/A f I(i 5 C/A NO 3
6695383 | Manes.14G082900 | 9 T 3 T/G f g 7 T/G NO 0
8729982 | Manes.14G107600 | 11 G 1 G/A f g 7 G/A NO 0
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Continuacion tabla 2-14. SNPs y genes involucrados en DFP y su composicion en genotipos tolerantes
y susceptibles.

12 Genotipos Tolerantes

10 Genotipos Susceptibles

. ., Gen con Genotipos
Posicion R . . . . SNP No .
potencial a Homocigotos | Heterocigotos | Homocigotos | Heterocigotos | .~ , . sin
SNP d sinénimo .
matrcador # Alelo # Alelo # Alelo # Alelo variantes
2 T 6 T
8829770 | Manes.14G108800 7 T/G 1 T/G NO 3
2 G 1 G
1 C 5 C
11040585 | Manes.14G124100 1 C/A 3 C/A NO 2
9 A 1 A
2 G
11152054 | Manes.14G125300 | 11 G 1 G/A N x 6 G/A NO 1
11485770 | Manes.14G129000 | 10 G 1 G/A 2 6 G/A NO 3
1 C
12705711 | Manes.14G141400 | 4 C 7 C/A 3 A 6 C/A NO 1
3 T
16503115 | Manes.14G154000 | 6 G 6 T/G 5 G 2 T/G NO 3
4 C
19029046 | Manes.14G159000 . A 5 C/A 9 A 0 NA NO 3
21286195 | Manes.14G163400 | 9 G 1 T/G 2 G 7 T/G NO 3
4 T
21313982 | Manes.14G163500 5 G 5 T/G 7 G 1 T/G NO 3
4 G
8079168 | Manes.16G048100 ;) C 4 G/C 7 G 1 G/C NO 2
1 C 4 C
26513433 | Manes.16G109800 4 C/A 5 C/A NO 2
5 A 1 A
4 T
1696255 | Manes.18G021600 | 9 T 3 T/G 3 G 2 T/G NO 1
4 C
5063481 | Manes.18G058200 . T 7 C/T 9 C 1 C/T NO 0
1 C
5571629 | Manes.18G064600 3 A 5 C/A 9 A 1 C/A NO 3
6 A 2 A
5593698 | Manes.18G064700 4 A/T 4 A/T NO 2
1 T 3 T
1 T
5621423 | Manes.18G065100 3 G 8 T/G 7 G 3 T/G NO 0

Se encontraron 2 genes cuyos SNPs son no sinénimos, de esta forma estos SNPs son de gran interés
puesto que como generan un cambio en la secuencia de aminoacidos, podria generar un cambio en la
expresion génica, lo que contribuiria proporcionando informacion sobre cémo es la expresion génica
con respecto al desarrollo del DFP.
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2.4. Conclusiones

> Se seleccionaron 12 genotipos tolerantes a DFP (Tabla 2-9) a partir de familias segregantes del
hibrido CW429-1 detivado de walkerae.

> Se identificaron 732 SNPs codificantes, que permitieron conocer la composicién genética de
los genotipos estudiados y a su vez identificar 36 genes con potencialidad a ser marcadores
moleculares involucrados en el desarrollo del DFP.

» Se evidencio que valores altos del contenido de materia seca (MS) y escopoletina (ES),
contribuyen al DFP.

» Caracteristicas morfolbgicas no permitieron discriminar entre los genotipos estudiados.
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3. Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

» El estudio realizado encontré tolerancia genética al Deterioro Fisiolégico Pos cosecha (DFP)
en Yuca (Manihot esculenta Crantz), en 25 genotipos (13 genotipos de familias segregantes en
carotenoides y 12 genotipos segregantes de la espe-cie silvestre Manihot Walkerae).

» El estudio permitié evidenciar la importancia de evaluar DFP a través de localidades y afios
distintos de cosecha, establecié minimo 3 cosechas en diferentes ambientes para evaluar el
comportamiento real de los individuos en estudio. Estudios realizados sobre DFP no son
validos con una sola evaluacion en un mismo ambiente.

» El contenido de beta-caroteno y carotenos totales, en yuca, no revela contribucion suficiente
para minimizar el DFP de manera directa y no actia como antioxidante que impida el desarrollo
del proceso, ademas el contenido de carotenoides es estable frente al efecto ambiental. Este
hallazgo cuestiona de manera radical las hiptesis reportadas con respecto al efecto antioxidante,
generado por carotenoides en la reduccién del DFP de raices de yuca, y obliga a hacer otras
busquedas sobre el terreno, en la interface fisiologia y agronomia.

» Se demostré que existe una alta variabilidad en la produccién de compuestos tales como:
Cianuro y Cumarina escopoletina, esta ultima es sintetizada durante el proceso de
almacenamiento pos cosecha de raices de yuca, por lo que se establecié una correlaciéon positiva
y significativa con el DFP (0.55 p<0.0001).

» Eldesarrollo en el tratamiento de datos y la generacion de un modelo estadistico a partir de los
datos primarios, permitié obtener un nuevo estimador de deterioro fisiolégico pos cosecha
(DFP), para cada genotipo, a partir de 4 evaluaciones para el caricter, el cual retne el total de la
variacién obtenida entre las evaluaciones. Modelo que fue validado mediante genotipos elites
con comportamientos conocidos de DFP.

» Identificacion mediante genética de asociacién (SNPs) 51 genes con potencialidad a ser
marcadores moleculares y sus respectivos genotipos depositarios, que permitiran acelerar los
procesos de seleccion en programas de Fitomejoramiento. Los resultados permiten el desarrollo
de herramientas moleculares, para la seleccién de clones tolerantes o susceptibles al DFP en
edades tempranas.
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» El método de seleccion de genotipos contrastantes extremos, en términos de DFP dentro de

las familias evaluadas fue adecuado para lograr la caracterizaciéon genética por secuenciacion.
El trabajo permite el ajuste de metodologias vigentes para la evaluacion analitica de DFP.

El trabajo presenta los primeros resultados obtenidos para esta metodologia de evaluacién de
DFP, y plantea nuevos ensayos para determinar matetiales de Yuca utilizados en los sectores
agroindustriales de comercializacién, para con-sumo en fresco, aptitud a la coccion y preferencia
de los consumidores.

El estudio ha permitido compartir las experiencias adquiridas con otros centros de investigacién
como IITA, NARO, IIRR, y a su vez capacitar investigadores en el tema, proceso iniciado
durante la etapa final del presente trabajo de tesis, mediante el proyecto “South-South
Collaboration for Strengthening Capacities in Assessing the Postharvest Physiological
Deterioration (PPD) of Fresh Cassava Roots and Technologies for Shelf-life Extension:
Lessons Learnt by the Ugandan Research Team”. Extending the shelf-life of fresh cassava roots
for increased incomes and postharvest loss reduction.
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3.2. Recomendaciones

» Se recomienda continuar con estudios que tiendan a la confirmacion sobre las rutas
metabolémicas y proteémicas que estan inmersas en el desarrollo del DFP y que tipo de
influencia tienen los genes identificados en este estudio.

> Se hace necesario continuar con programas de mejoramiento genético cuyos objetivos se
encaminen en la bisqueda de genotipos tolerantes al DFP, aprovechando las familias
estudiadas, ya que poseen dos alternativas de fuentes de tolerancia, que posiblemente al ser
usadas de forma conjunta se incrementen las posibilidades de obtencién de buenos resultados.

> Se debe realizar analisis metab6lomico, en raices de yuca antes y después de almacenamiento
pos cosecha; en torno a dilucidar el papel que cumplen los carotenoides frente a la reduccion

del DFP.
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A. Anexo: Datos promedios obtenidos del
analisis univariado para DFP, HCN, MS,
CTC, BCy ES.

Genotipo DFP |HCN | MS |CTC|BC| ES
GM 3732-15 | 1848 |73292 (3748 392 |2,12( 11562
GM 3732-30 | 399 |277.60 28,28 | 922 |574 (137,38
GM 3732-5 | 127 |42624 (30,10 | 1225 (8,09 | 67,13
GM 3736-29 | 381 412,68 34,89 1270|573 | 5594
GM 3736-50 | 2518 |494,09 43,97 | 832 [3,62| 97,71
GM 3736-51 | 551 |24546 |38,54 | 12,73 6,92 75,75
GM905-52 | 150 |[599,05|24,62| 8,81 |6,15 101,04
AM206-5 26,55 |511,05]26,81 | 0,04 | 0,29 | 184,23
CM523-7 536 |175,51 (38,33 0,00 | 0,00 66,29
GM 3732-13 | 1417 [251,01 37,20 11,36 |5.21] 66,78
GM 3732-14 | 407 [631,77 28,95 | 6,85 |4,30 | 68,00
GM 373217 | 393 |5141233,37 (11,57 | 6,99 (103,50
GM 3732-20 | 915 |32113 (3334 581 [343]14238
GM 3732-21 | 577 {36693 |32,61(1092 7,13 ] 8592
GM 3732-22 | 219 [37585|40.21 12,14 | 6,04 | 4646
GM 3732-27 | 372 |26434 3628|1017 |5,11] 73,00
GM 3732-36 | 127 |34416|32,11 | 855 | 4,31 39,80
GM 3736-1 | 1730 |41497 42,82 007 |0,41 144,08
GM 3736-14 | 3732 [15554 41,47 480 |1,85] 252,85
GM 3736-16 | 556 | 273,65 | 32,34 | 12,46 | 7,78 | 79,84
GM 3736-18 | 1025 |161,74 33,02 11,31 [7,55| 79,73
GM 37362 | 414 |233,64(39,00 |11,76 | 595 | 45,38
GM 3736-20 | 428 | 19554 34,98 12,75 [ 8,26 | 90,37
GM 3736-21 | 1301 |237,56 |37,16 | 3,88 |1,86| 118,78
GM 3736-24 | 1345 | 194,55 (39,96 | 9,16 |4,27 | 118,58
GM 3736-25 | 10,10 | 163,06 36,11 | 6,90 |3,51 (164,20
GM 3736-26 | 9,85 | 630,07 [ 3526|1399 | 8,88 123,55
GM 3736-34 | 1139 |216,84 [37,72 11,76 | 5,56 | 238,91
GM 3736-42 | 3253 |354553 (36,17 | 5,78 | 2,77 219,14
GM 3736-44 | 2,79 | 330,11 [ 40,06 | 12,52 [ 5,62 | 74,15
GM 3736-5 | 308 |249313546 10,03 5,10]| 68,82
GM 3736-52 | 2135 |27237[41,92]1036 | 4,30 201,95
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Continuacién Anexo A: Datos promedios obtenidos del anélisis univariado para DFP, HCN, MS, CTC,
BCy ES.

Genotipo DFP |HCN | MS |[CTC|BC| ES
GM 3736-53 | 7,70 | 300,18 | 40,54 | 9,88 |5,03 | 101,93
GM 3736-54 | 2446 |15524 |32,68 10,89 | 7,16 | 156,19
GM 3736-61 | 4816 |356,88 [38,37 | 5,69 |2,23]199,91
GM 3736-64 | 33,81 |66245|4273| 7,28 3,27 91,21
GM 3736-67 | 26,58 |32449 4037 | 0,05 | 0,08 | 163,82
GM 3736-70 | 7,16 |50937 3582 4,84 [ 1,27 91,73
GM 3736-73 | 483 |333,61 (32,67 | 8,82 |5,26 | 125,12
GM 3736-78 | 13,65 |251,55|34,41 | 14,51 (7,99 | 154,15
GM 3736-79 | 19,64 |389,53 (32,01 | 7,20 | 4,24 | 190,12
GM 3736-82 | 895 |[21252 41,11 | 4,36 | 1,62 | 193,68
GM 3736-83 | 549 [20329|27,62| 0,02 | 0,00 | 139,66
GM 3736-9 | 741 |[70628 34,17 | 3,73 |2,02 | 124,34
GM 905-57 | 256 |157,72|37,87 | 10,54 | 5,10 | 71,87
GM 905-60 | 586 |490,07 39,92 | 12,01 {592 | 90,86
HMC-1 499 195224061 | 0,00 | 0,00 | 165,47
MCOL22 571 264,75 41,90 | 0,00 | 0,00 | 128,57

MPER-183 | 11,33 | 86,60 | 3541 | 0,00 | 0,00 | 150,09




B. Anexo: Cromosoma, localizacion de

SNP y gen correspondiente familias
GM3732 y GM3736

Crom Loc Gen Crom Loc Gen
Crom01 19447679 Manes.01G069900 Crom03 12317347 Manes.03G080900
Crom01 22526662 Manes.01G103000 Crom03 12325928 Manes.03G080900
Crom01 22805726 Manes.01G106100 Crom03 12539241 Manes.03G081300
Crom01 23392603 Manes.01G113800 Crom03 12539251 Manes.03G081300
Crom02 1843574 Manes.02G022900 Crom03 12605221 Manes.03G081400
Crom02 1956992 Manes.02G024800 Crom03 12826321 Manes.03G081900

Crom02 2101481 Manes.02G027300 Crom03 12826329 Manes.03G081900
Crom02 2150430 Manes.02G028100 Crom03 12830490 Manes.03G081900
Crom02 2365891 Manes.02G031200 Crom03 12830512 Manes.03G081900
Crom02 2739146 Manes.02G035400 Crom03 12881610 Manes.03G082000

Crom02 4144791 Manes.02G054600 Crom03 12881653 Manes.03G082000
Crom02 | 10528127 Manes.02G 141900 Crom03 13137247 Manes.03G082300
Crom02 11244165 Manes.02G 150700 Crom03 13146724 Manes.03G082400
Crom02 11397566 Manes.02G 153000 Crom03 14052964 Manes.03G085900
Crom02 | 11529826 Manes.02G 153900 Crom03 14053005 Manes.03G085900
Crom02 | 11582649 Manes.02G 154600 Crom03 16263854 Manes.03G096300
Crom02 | 11610513 Manes.02G 155000 Crom03 16263924 Manes.03G096300
Crom02 | 12329475 Manes.02G 163200 Crom03 16346821 Manes.03G096600
Crom02 | 12329480 Manes.02G 163200 Crom03 16417520 Manes.03G096700
Crom02 | 12593235 Manes.02G 166800 Crom03 20118175 Manes.03G110000
Crom02 12721347 Manes.02G 167900 Crom03 20137753 Manes.03G110100
Crom02 | 12721443 Manes.02G 167900 Crom03 23902483 Manes.03G 142900
Crom02 | 12721462 Manes.02G 167900 Crom03 26056283 Manes.03G 168800
Crom02 | 12734932 Manes.02G 168200 Crom04 18390297 Manes.04G065100
Crom02 | 12743059 Manes.02G 168200 Crom04 22518352 Manes.04G087800
Crom02 | 13547473 Manes.02G 172100 Crom04 22537384 Manes.04G088100
Crom03 10025281 Manes.03G074000 Crom04 25126056 Manes.04G120600
Crom03 10530080 Manes.03G075900 Crom04 26234918 Manes.04G133700
Crom03 11966548 Manes.03G080100 Crom04 26728414 Manes.04G 140500
Crom03 11966554 Manes.03G080100 Crom04 26768553 Manes.04G 141200
Crom03 11997321 Manes.03G080200 Crom04 26768556 Manes.04G 141200
Crom03 12089483 Manes.03G080300 Crom04 26932206 Manes.04G 143000
Crom03 12152683 Manes.03G080500 Crom04 26952377 Manes.04G 143200
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Continuacién anexo B: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente familias GM3732 y
GM3736.

Crom Loc Gen Crom Loc Gen
Crom04 | 26952414 | Manes.04G143200 | Crom10 | 18141751 | Manes.10G088500
Crom04 | 26952439 | Manes.04G143200 | Crom10 | 18742754 | Manes.10G090200
Crom05 | 6663021 | Manes.05G085900 | Crom10 | 18742762 | Manes.10G090200
Crom05 | 20856531 | Manes.05G146500 | Crom11| 48512 | Manes.11G000200
Crom05 | 20856555 | Manes.05G146500 | Crom11| 73732 | Manes.11G000300
Crom05 | 20963305 | Manes.05G147800 | Crom11| 73742 | Manes.11G000300
Crom05 | 21371137 | Manes.05G150400 | Crom11| 73795 | Manes.11G000300
Crom05 | 21509925 | Manes.05G151400 | Crom11| 95673 | Manes.11G000400
Crom05 | 21556080 | Manes.05G151800 | Crom11| 139393 | Manes.11G000600
Crom05 | 21692767 | Manes.05G152400 | Crom11| 172076 | Manes.11G000900
Crom05 | 21701760 | Manes.05G152600 | Crom11| 189275 | Manes.11G001200
Crom05 | 21731678 | Manes.05G152700 | Crom11| 189279 | Manes.11G001200
Crom05 | 21780834 | Manes.05G152900 | Crom11| 189290 | Manes.11G001200
Crom05 | 21797435 | Manes.05G152900 | Crom11| 189291 | Manes.11G001200
Crom05 | 21850269 | Manes.05G153200 | Crom11| 256549 | Manes.11G002000
Crom05 | 22030837 | Manes.05G155200 | Crom11| 785673 | Manes.11G007300
Crom06 | 5092680 | Manes.06G025100 | Crom11| 785674 | Manes.11G007300
Crom06 | 27451064 | Manes.06G175700 | Crom11| 802055 | Manes.11G007500
Crom06 | 27686712 | Manes.06G178000 | Crom11 | 5220469 | Manes.11G053100
Crom08 | 228362 | Manes.08G002100 | Crom11 | 10680175 | Manes.11G081500
Crom08 | 1650582 | Manes.08G017400 | Crom11 | 10680178 | Manes.11G081500
Crom08 | 2673172 | Manes.08G029800 | Crom11 | 10680209 | Manes.11G081500
Crom08 | 26080352 | Manes.08G100600 | Crom11 | 10680223 | Manes.11G081500
Crom08 | 26080385 | Manes.08G100600 | Crom11 | 10680577 | Manes.11G081500
Crom08 | 29140932 | Manes.08G126700 | Crom11 | 11656500 | Manes.11G084600
Crom09 | 15609754 | Manes.09G083000 | Crom11 | 11983619 | Manes.11G086300
Crom10 | 5662140 | Manes.10G053500 | Crom11 | 12261686 | Manes.11G087500
Crom10 | 7318093 | Manes.10G058200 | Crom11 | 12861853 | Manes.11G088800
Crom10 | 7318095 | Manes.10G058200 | Crom11 | 13462988 | Manes.11G090600
Crom10 | 9565865 | Manes.10G068000 | Crom11 | 14000826 | Manes.11G091900
Crom10 | 10115869 | Manes.10G069000 | Crom11 | 14000828 | Manes.11G091900
Crom10 | 10115880 | Manes.10G069000 | Crom11 | 14336279 | Manes.11G092900
Crom10 | 16540955 | Manes.10G083200 | Crom11 | 14336280 | Manes.11G092900
Crom10 | 16540965 | Manes.10G083200 | Crom11 | 14457034 | Manes.11G093500
Crom10 | 17425509 | Manes.10G084700 | Crom11 | 14460898 | Manes.11G093500
Crom10 [ 17515199 | Manes.10G085100 | Crom11 | 16472791 | Manes.11G098000
Crom10 | 17854584 | Manes.10G086500 | Crom11 | 16868659 | Manes.11G099000
Crom10 | 17874892 | Manes.10G086900 | Crom11 | 16964332 | Manes.11G099200
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Continuacion anexo B: Cromosoma, localizaciéon de SNP y gen correspondiente familias GM3732 y

GM3736.

Crom

Loc

Gen

Crom

Loc

Gen

Crom11

16964344

Manes.11G099200

Crom12

1865433

Manes.12G025000

Crom11

26222365

Manes.11G151200

Crom12

1940123

Manes.12G025300

Crom12

445488

Manes.12G003400

Crom12

1940129

Manes.12G025300

Crom12

462911

Manes.12G003900

Crom12

2003872

Manes.12G025800

Crom12

511665

Manes.12G004500

Crom12

2032090

Manes.12G026100

Crom12

837410

Manes.12G009600

Crom12

2034745

Manes.12G026200

Crom12

910063

Manes.12G010500

Crom12

2083077

Manes.12G026900

Crom12

912867

Manes.12G010500

Crom12

2119692

Manes.12G027300

Crom12

939678

Manes.12G011200

Crom12

2122966

Manes.12G027300

Crom12

939715

Manes.12G011200

Crom12

2186070

Manes.12G028400

Crom12

939721

Manes.12G011200

Crom12

2186106

Manes.12G028400

Crom12

1045184

Manes.12G012500

Crom12

2195712

Manes.12G028600

Crom12

1093673

Manes.12G013000

Crom12

2207985

Manes.12G028800

Crom12

1170508

Manes.12G014000

Crom12

2208060

Manes.12G028800

Crom12

1170511

Manes.12G014000

Crom12

2241434

Manes.12G029000

Crom12

1170564

Manes.12G014000

Crom12

2241445

Manes.12G029000

Crom12

1242541

Manes.12G015200

Crom12

2258463

Manes.12G029200

Crom12

1272954

Manes.12G016000

Crom12

2263105

Manes.12G029200

Crom12

1352089

Manes.12G016800

Crom12

2277230

Manes.12G029500

Crom12

1382935

Manes.12G017500

Crom12

2281292

Manes.12G029500

Crom12

1399960

Manes.12G017800

Crom12

2295136

Manes.12G029600

Crom12

1531655

Manes.12G020000

Crom12

2295160

Manes.12G029600

Crom12

1536963

Manes.12G020100

Crom12

2300945

Manes.12G029700

Crom12

1536996

Manes.12G020100

Crom12

2316012

Manes.12G030000

Crom12

1543704

Manes.12G020200

Crom12

2318704

Manes.12G030100

Crom12

1588114

Manes.12G020800

Crom12

2330356

Manes.12G030200

Crom12

1594270

Manes.12G020900

Crom12

2330357

Manes.12G030200

Crom12

1610265

Manes.12G021200

Crom12

2330390

Manes.12G030200

Crom12

1754688

Manes.12G023500

Crom12

2373714

Manes.12G030700

Crom12

1754696

Manes.12G023500

Crom12

2373716

Manes.12G030700

Crom12

1754708

Manes.12G023500

Croml12

2384699

Manes.12G030800

Crom12

1754754

Manes.12G023500

Crom12

2384745

Manes.12G030800

Crom12

1795398

Manes.12G024100

Croml12

2419842

Manes.12G031400

Crom12

1795425

Manes.12G024100

Crom12

2474984

Manes.12G031800

Crom12

1795492

Manes.12G024100

Croml12

2474987

Manes.12G031800

Crom12

1795518

Manes.12G024100

Crom12

2522884

Manes.12G032500

Crom12

1795519

Manes.12G024100

Crom12

2576522

Manes.12G032900

Croml12

1818687

Manes.12G024500

Croml12

2576527

Manes.12G032900
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Continuacién anexo B: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente familias GM3732 y
GM3736.

Crom Loc Gen Crom Loc Gen
Crom12 | 2579989 | Manes.12G032900 |Crom12| 7924528 | Manes.12G076100
Crom12 | 2587999 | Manes.12G033000 | Crom12 | 12301684 | Manes.12G088600
Crom12 | 2591896 | Manes.12G033100 | Crom12 | 12302128 | Manes.12G088600
Crom12 | 2631737 | Manes.12G033500 | Crom12 | 24602304 | Manes.12G107600
Crom12 | 2780106 | Manes.12G035000 | Crom12 | 24603854 | Manes.12G107600
Crom12 | 3176174 | Manes.12G038600 | Crom12 | 24633100 | Manes.12G107700
Crom12 | 3234333 | Manes.12G038900 | Crom13| 1242783 | Manes.13G012800
Crom12 | 3285233 | Manes.12G039500 |Crom13| 1318124 | Manes.13G012900
Crom12 | 3764709 | Manes.12G044500 | Crom13| 1337109 | Manes.13G013200
Crom12 | 3780076 | Manes.12G044800 |Crom13| 1370391 | Manes.13G013900
Crom12 | 4030569 | Manes.12G047300 | Crom13| 1370507 | Manes.13G013900
Crom12 | 4271383 | Manes.12G048800 | Crom13| 1370512 | Manes.13G013900
Crom12 | 4422029 | Manes.12G050700 | Crom13| 1370520 | Manes.13G013900
Crom12 | 4879850 | Manes.12G055200 | Crom13| 2415762 | Manes.13G025900
Crom12 | 4913494 | Manes.12G055800 |Crom13 | 2440072 | Manes.13G026100
Crom12 | 5044725 | Manes.12G057200 | Crom13| 2440075 | Manes.13G026100
Crom12 | 5044756 | Manes.12G057200 | Crom13 | 2440077 | Manes.13G026100
Crom12 | 5048142 | Manes.12G057200 | Crom13| 2440115 | Manes.13G026100
Crom12 | 5143445 | Manes.12G058300 | Crom13| 2440126 | Manes.13G026100
Crom12 | 5185499 | Manes.12G058700 | Crom13 | 2443347 | Manes.13G026100
Crom12 | 5565871 | Manes.12G061400 | Crom13| 2450055 | Manes.13G026300
Crom12 | 5573206 | Manes.12G061500 | Crom13 | 2458201 | Manes.13G026400
Crom12 | 5594775 | Manes.12G061600 | Crom13| 2467008 | Manes.13G026600
Crom12 | 5600005 | Manes.12G061600 | Crom13 | 2580981 | Manes.13G027300
Crom12 | 5600032 | Manes.12G061600 | Crom13| 2700903 | Manes.13G028400
Crom12 | 5600044 | Manes.12G061600 | Crom13| 3011020 | Manes.13G032200
Crom12 | 5636861 | Manes.12G062200 | Crom13| 3321378 | Manes.13G036000
Crom12 | 5636867 | Manes.12G062200 | Crom13| 3327192 | Manes.13G036000
Crom12 | 5674739 | Manes.12G062500 | Crom13 | 3447367 | Manes.13G037600
Crom12 | 5773971 | Manes.12G063300 | Crom13| 3677219 | Manes.13G039000
Crom12 | 5797696 | Manes.12G063500 | Crom13 | 3740387 | Manes.13G040000
Crom12 | 5821617 | Manes.12G063700 | Crom13 | 23184639 | Manes.13G107400
Crom12 | 5844360 | Manes.12G063800 |Crom14 | 5240032 | Manes.14G064600
Crom12 | 5886521 | Manes.12G064000 | Crom14 | 21806271 | Manes.14G165200
Crom12 | 6056443 | Manes.12G065000 | Crom15| 730486 | Manes.15G007300
Crom12 | 6490049 | Manes.12G067100 | Crom15| 1139790 | Manes.15G013500
Crom12 | 6527294 | Manes.12G067600 | Crom15| 1196176 | Manes.15G014400
Crom12 | 6527298 | Manes.12G067600 | Crom15| 1254946 | Manes.15G015300
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Continuacion anexo B: Cromosoma, localizaciéon de SNP y gen correspondiente familias GM3732 y

GM3736.

Crom

Loc

Gen

Crom

Loc

Gen

Crom15

1281972

Manes.15G015700

Crom16

24080247

Manes.16G084000

Croml15

5036784

Manes.15G068700

Crom16

24080280

Manes.16G084000

Crom15

7058436

Manes.15G095600

Crom16

26902239

Manes.16G113500

Croml15

8044566

Manes.15G107200

Crom16

27469344

Manes.16G 122800

Crom15

8164336

Manes.15G107700

Crom16

27495547

Manes.16G123100

Croml15

8164341

Manes. 15G107700

Croml18

3719743

Manes.18G043000

Croml15

8945072

Manes.15G118100

Crom18

3935616

Manes.18G046000

Crom15

8945143

Manes.15G118100

Crom18

3935617

Manes.18G046000

Croml15

9590353

Manes.15G126700

Crom18

3935627

Manes.18G046000

Crom15

9754343

Manes.15G128300

Crom18

3935636

Manes.18G046000

Croml15

10973890

Manes.15G 142500

Crom18

3935657

Manes.18G046000

Crom15

11122779

Manes.15G 143400

Crom18

3979539

Manes.18G046700

Crom15

11508778

Manes.15G147400

Crom18

4071407

Manes.18G048200

Croml15

11698501

Manes.15G 149300

Crom18

4078138

Manes.18G048300

Crom15

12864285

Manes.15G163000

Crom18

4107505

Manes.18G048900

Croml15

14276257

Manes.15G171600

Crom18

4114009

Manes.18G048900

Crom15

18209442

Manes.15G179400

Crom18

41140064

Manes.18G048900

Crom16

1245145

Manes.16G012700

Crom18

4133849

Manes.18G049300

Crom16

1265074

Manes.16G012900

Crom18

4194816

Manes.18G050200

Crom16

1361711

Manes.16G014000

Crom18

4235356

Manes.18G050900

Crom16

2054206

Manes.16G020700

Croml18

4244707

Manes.18G051000

Crom16

2091387

Manes.16G020800

Crom18

4311525

Manes.18G051900

Crom16

2422025

Manes.16G025000

Crom18

4311559

Manes.18G051900

Crom16

2661367

Manes.16G027000

Crom18

4314323

Manes.18G051900

Crom16

3881097

Manes.16G034900

Crom18

4333579

Manes.18G052300

Crom16

3909572

Manes.16G035100

Croml18

5302058

Manes.18G061300

Crom16

3909619

Manes.16G035100

Crom18

5302069

Manes.18G061300

Crom16

3909658

Manes.16G035100

Crom18

5997516

Manes.18G069500

Crom16

3956141

Manes.16G035200

Crom18

6011286

Manes.18G069700

Crom16

3964099

Manes.16G035300

Crom18

6083404

Manes.18G071000

Crom16

23273469

Manes.16G076700

Crom18

7055517

Manes.18G082500

Crom16

24079557

Manes.16G084000

Crom18

9854987

Manes.18G 107800

Crom16

24080239

Manes.16G084000

Crom18

9855018

Manes.18G107800

Crom16

24080241

Manes.16G084000
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C. Anexo: Analisis de medias con datos
de pre cosecha y cosecha en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Analiziz de la varianza Anilisis de la varianza
Variable N RE
Alturs Blants (em) 138 0 42

B
0,23 11 8%

Variable N R* R'E OV
Altura Prime Ramif [cm) 138 0,45 0,33 30,40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

FU i g o T pvalor Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5. gl QM F  p-valor

Modelo. 52180,46 34 1534,72 2,22 0,0011 e T T T Sl e
Genotipo 5Z180,46 34 1534,72 2,22 10,0011 Cenotigo 43476.10 34 1391 55 2,97 <0, 0001
Frror - 7112363 103 630,52 Error 4633550 103 50083
Total  123310,14 137 e ssnnim
Test:Tukey Alfa<0,05 IMS=4,22359 Test:Tukey Alfa=0,05 IMS=59,97104
Error: £30,5735 gl: 103 Error- 450.5301 gi: 103 '

Genotipo .‘11:caiias z iéz‘;E A _C-E'm‘.-:ipﬂ Mediaz n E.E

C4 15 2 18,5 TOICRIELIT 37 En 20 &3
CPOCRIB-078 173,35 4 13,14 A B Egggiig_g;; ;;'5; : ig'ég i .
CPOCRIE-04€ 185,63 413,14 A B CEOCRIE-052 4435 £1062A B C
CEDCRIB-052 195,63 £ 13,14L B C CODCRIE-015 46’85 ; 1crsz Ls ¢
CPDCRSB-102 197,50 413,14 B C e
CEDCRIE-008 135,32 413,14 R B C CPOCRIB-0Z8 5185 £10622 B C I
CEDCRSE-01€ 201,25 413,14 R B C CPOCRIB-065 53,13 £ 10,622 B C I
CPOCRSE-03¢ 208,13 413,142 B C BIPDZE0-008 55.00 4 10.62A B C D
CPOCRIZ-065 211,25 413,142 B C CPOCRLE-D0S 55,00 10622 B C I
BLPDZE0-008 211,88 413,14 % B C CEDRIE-05e 85 61031 3 oD
CEDCRIE-075 212,50 413,14 R B C CPOCRIB-056 61,88 £ 10,624 B C I
CEDCRSE-035 213,75 413,142 B C CEDCRIE-01S €313 410,62 B C I
CPOCRIZ-064 217,50 413,142 B C CROCREE-04L €375 410,622 B C I
CPOCRSE-043 220,00 413,142 B C COREE-0LE 6563 410623 3 © 1
CPOCRIB-043 221,25 413,14 B C CIDCMSE-0%  £E B8 €10 &2 3 6 D
CPOCRIB-013 221,88 413,14 B C o
CPOCRSB-063A 223,13 4 13,142 B C CEDMEE-0S3L f3 13 £ 10623 3 6 D
CPOCRIE-034 223,13 413,141 B C CEDCRIE-020 6375 £ 10621 B 6 D
CEDCRLE-0E0 223,75 413,141 B C CPOCRLE-06Z 6938 410624 B C I
CPOCRLE-02 227,50 ¢ 13,14 R B C COOCRAB-043 70,00 410,624 B C D
CPOCRIE-034 228,13 4 15,142 8 C CIOCRIE-0Z6 7LB8 410,822 B C D
CRDCRIE-076 223,35 & 15,142 8 C COOCREE-103 72,50 410,622 B C D
CEDCRLE-028 223,38 & 13,144 B C CEDCRIE-04E 74,38 4 10,62R B C D
BLDDZE0-040 230,83 4 15,14% B C CODCRSE-063 7875 £10623 B C D
CEDCRLE-026 230,63 £ 13,144 B C CEDCRIE-048 20,00 4 10,62R B € D
CPDCRIE-048 231,25 413,142 B C CEDCREB-102 83,13 410,622 B C D
CPOCRIE-013 233,13 413,14R B C o 8625 21501R B C D
CEDCR3E-105 233,13 413,142 B C CDCRIE-OTS 86,25 §10,62& B C D
CEDCRIE-027 236,25 < 13,142 B C CODCRIE-03¢ 88,13 410,623 B C D
CPOCRSE-041 240,63 ¢ 13,14 R B C CODCRIB-076 88,63 410622 B C D
CPOCRSE-03€ 243,13 ¢ 13,14 B C BIDDZE0-040 30,00 410,62 3 C D
CPDCRIE-0&Z 244,38 £ 13,14 B C COOCRIE-013 34,33 410,82 3 C D
CEDCRIE-015 248,75 £ 13,14 B C CODCRSE-053 36,88 41062 B C D
CODCRIE-0T4 252,80 413,14 B C CODCRSB-036 103,13 & 10,62 co
CDOCREE-053 265,00 413 14 c CEDCRIB-0T4 110,63 4 10,62 D
Nedics cen oee letra cends s aen significstivameste diferestea [p » 0,05 [ pp— Y - = 35s aigmifizativamants difessates (p » 0,03)
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Continuacion anexo C: Andlisis de medias con datos de pre cosecha y cosecha en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Analisis de la varianza

Variable i) R* ER* Aj

v

# Ramificaciones 138 0,38 0,17 17,31

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valcr
Modelo. 24,17 34 0,71 1,85 0,0098
Genotipo 24,17 34 0,71 1,85 10,0098
Error 35,683 103 0,38
Total 63,79 137

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=1,75187
Error: 0,3847 gl: 103

Genotipo Medias n
CPDCRSB-102 2,
CPDCR1B-046 2,88
CPDCRSB-036 3,00
CPDCRSB-016 3,00
CPDCR1B-075 3,13
CPDCR1B-013 3,13
CPDCR1B-048 3,25
CPDCR1B-034 3,2
E1PD230-008 3,2
C4 3,2
CPOCE1E-084 3,38

3,3
3,5
3,5

=

[
o d e fe he he de e

(=R === R N R [ ]

5

=]
=1

=1

=]

=1

CPDCR5B-053
CPDCR1B-074
CPDCR1B-0Z86
CPDCR1B-078 3,50
B1PD230-040 3,50
CPDCR1B-062 3,50
CPDCR1B-043 3,50
CPDCR1B-052 3,50
CPDCR1B-080
CPDCR5B-065A
CPDCR5B-108
CPDCR1B-015
CPDCR1B-028
CPDCR1B-008
CPDCR1B-027
CPDCR1B-054
CPDCR1B-076&
CPDCR3B-043
CPDCR1B-068
CPDCRIE-041
CPDCR3BE-0596
CPDCR1B-065
CPDCR3B-055
CPDCR1E-015 4

=]

=]
=1

[T )
=]
=1

=]
=1

=1

=3'=]

=1

=]

=]
=1

o
=]

=1

o
=]

=]
g

I R
non N Lo L
[=2=]
4l Y

]
=1

=]

e Y Y Y Y Y Y Y Y N % Y S Y Y Y Y Y Y Y
=]
[ PR PR U R R U R R R SO R R SO LR R SV U R AU U R SO U AR U R AR U AR AR R AR [
FRE PR RPRPRPERERRRERRRERRRERRERERRERERRERE&BERERRERRERER P
e

=1

=]
)

o I

=)

=)

(=l ]
a

=)

[y
=)

=)

= =
DWW WD DO

i
Lo Jwc v v B I I = v v e e v = v v v v v v e

I I L L - I ¥\ I LI ¥ [ VI I P ]
(== e R i e R

akl

di.

M=dias con una letrs comin no som signifi

e » 0,05}

Analizis de la varianza

Variable

N R*

R® 2]

Long. Ta. Hoj 138 0,21

0,00 131,08

Coadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 12889,49 34 37%,10 0,79 0,7865

Genotipo 12889,49 34 375,10 0,79 0,7865

Error 45703,13 103 432,55

Total 62582,62 137

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=62,04522

Error: 482,5546 gl: 103
Genotipo Mediaz n E.E.

E1PD280-008 0,00 4 10,98 2
CPDCR1B-028 0,00 4 10,99 2
CPDCR1B-064 1,25 4 10,98 2
CEDCR1B-078 5,00 4 10,98 3
CPODCR3B-102 6,25 4 10,83 2
CPDCR1B-085 6,88 4 10,98 &
CPDCR1B-075 8,13 4 10,98 2
CPDCR1B-062 10,00 4 10,938 R
CPDCR5B-016 10,63 4 10,83 A
CPDCR1B-068 11,88 4 10,98 A
CPDCR1B-015 12,50 4 10,53 B
CPDCR1B-052 12,50 4 10,53 R
CPOCR1B-046 15,13 4 10,%3 &
CPODCR1B-027 13,75 4 10,838 2
CPODCRSE-0O65L 13,75 4 10,958 &
CPDCR1B-0Z& 15,00 4 10,98 R
CPDCR5B-055 15,00 4 10,93 R
CEDCR1B-048 15,00 4 10,%3 &
CPDCR3B-09& 15,63 4 10,83 2
CPDCR1B-013 18,25 4 10,93 B
CPDCR5B-036 17,50 4 10,58 R
CPDCR1B-080 18,13 4 10,93 R
CPDCR5B-108 20,00 4 10,98 3
CPODCR1BE-034 20,83 4 10,958 &
CPDCR1B-054 21,88 4 10,99 2
CPDCR1B-008 21,88 4 10,98 2
CPOCR5B-041 24,38 4 10,99 &
CPODCR1B-043 25,83 4 10,98 &
c4 26,25 2 15,53 L
B1PD250-040 26,25 4 10,99 R
CPDCR1B-01% 28,13 4 10,98 2
CEDCR1B-074 29,38 4 10,98 &
CPDCR1B-07& 31, 4 10,95 A
CPDCR5B-053 36,88 4 10,93 B
CPDCR5B-043 40,00 4 10,58 B

Medias con unz letra comin me som

"

e > 0,08
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Continuaciéon anexo C: Analisis de medias con datos de pre cosecha y cosecha en las familias
CPDCRI1B y CPDCR5B

Analizis de la varianza

Variable

i

I

R: Lj CV

# estacas Fla 138 0,28

0,04 53,4

3

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 3C gl CM F p-valor
Modelo. 749,53 34 22,04 1,15 10,2815
Genotipc 749,53 34 22,04 1,15 0,2915
Error 1975,19 103 158,13

Total

2724,72 137

Test:Tokey Alfa=0,05

DM5=12, 36860

Error: 15,1766 gl: 103
Genotipo Mediaz n

C4 4,75 10 A
CPDCRSB-016 , 00 .18 L
B1PD280-008 ;25 (15 &
CPDCRSB-036 ;25 (15 1
CPDCR1B-078 ;25 .18 1
CPDCR1B-046 .75 .18 L
CPDCR1B-008 .13 (15 &
CPDCR1B-028 ;25 (15 4
CPDCR1B-065 , 38 .18 L
CPDCR1B-080 , 38 (15 B
CPDCR1B-052 1] (15 B
CEDCRSB-102 , 50 R
CPDCRSB-043 L B3 .18 L

CPDCRSE-063A
CPDCR1B-043
CPOCR1B-075
CPOCRSB-055
CPDCR1B-054
CPDCR3B-096
CPOCR1B-048
CPOCRLB-027
CPDCRLB-013
B1FD280-040
CPOCR1B-015
CPDCR1E-034
CPDCR1B-064
CPOCR1B-078
CPOCR3E-108
CPOCR1B-02¢&
CPOCR3B-041
CPOCR1B-068
CPOCRLIB-06Z
CPDCR1B-074
CPDCR3B-053
CPOCRLE-019

=1 o D o Lo La B
(L]

[

o

S D D WD WD LD WD LD OB CB ED OO EB ED -] -] -1 -] R O R Oh O R Oh LR BN En R en
1
[0 U R U & I B I U S I T E I S ]

-3

L e e ]
(¥ ol
(L =]
=

r

15,00

- =
[ )

“
=]

EE T I e T
S h he he he f b

- m =
S

- w w
[ =)

,
=]

T o T N Y T N T T Y Y Y Y Y Y Y Y A L~
S

-

PO B3 B3 BRI B BRI BI B BRI BX BRI B B3 B BRI B BRI BRI B B3 B BRI B BRI BI B B3 BRI BRI B BRI BI BRI BRI G|
- .
el e e e i e e i e i i el i e el e el e e e i e e el 5

,
WDOLD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD LD O .
=

e

4

Hadias gom una lstra comin no son significativaments difsrsntes (p > 0,05)

MAnalisis de la varianza

Variable N E* ER®* & CV
Pezo Prom Raices por Plant.. 133 0,25 0,01 90,59

Coadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. sC gl M F p-valor

Modelo. 233,60 34 6,87 1,04 0,4308
Genotipo 233,60 34 &,87 1,04 0,4308
Error 632,38 103 &,63

Total 916,48 137

Test:Tukey Alfa=0,05 DM3=7,27260
Error: &£,62858 gl: 103

Genotipo Mediaz n E.E.

C4 1,38 2 1,82 &
CPOCR1E-021 1,79 41,29 3
CPOCR1E-0446 2,03 41,293
CPOCRSE-0SE 2,06 41,293
CPOCREE-036 2,15 41,293
CPOCRIE-026 2,18 41,201
CPOCR1E-01% 2,1% 41,289 2
CPOCR1E-074 2,24 41,29 2
CPOCR1E-027 2,27 41,289 A
CPOCR1E-004 2,28 41,29 2
CPOCR1E-06S 2,28 41,293
CPOCR1E-0&S 2,32 41,292
CPDCREE-0146 2,45 41,293
CPOCRSE-041 2,46 41,201
CPOCRSE-053 2,47 41,29 2
B1PD230-004 2,4% 4 1,293
E1PD280-040 2,45 41,293
CPOCRSE-102 2,58 41,2932 B
CPOCR1E-018 2,60 41,2532 E
CPDCRIE-043 2,61 41,2532 B
CPOCREE-006 2,62 41,201 B
CPOCR1E-07% 2,76 41,292 B
CPOCR1E-044 2,78 41,2932 B
CPOCRSE-043 2,87 41,253 E
CPOCRIE-0T76 2,88 41,253 E
CPDCRIE-052 2,33 41,253 E
CPDCR1E-080 3,05 41,292 B
CPOCRIE-034 3,10 41,253 B
CPOCR1E-054 3,18 41,2932 E
CPOCRSE-10% 3,20 41,292 B
CPOCR1E-013 3,28 41,2932 B
CPOCR1E-074 3,48 41,2932 E
CPOCRIE-042 3,64 41,2532 B
CPOCR1B-064 3,83 41,203 B
CPOCRSE-068A 5,81 4 1,28 B

Mzdiazs con unma lstrs comin no son significativaments difsrentss (p » 0.05)
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Continuacién anexo C: Analisis de medias con datos de pre cosecha y cosecha en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

“Anilisis de la varianza

Variable N R* R*A W
Peso Prom Raiz 138 0,29 0,06 &5,70

Cnadro de Analisis de la Variamza (5C tipo III)
F.V. 5C gl M F p-valor

Modelo. 2,33 34 0,07 1,24 0,2069

Genotipo 2,33 34 0,07 1,24 0,2069

Error 5,70 103 0,06

Total g,02 137

Test:Tukey Alfa=0,05 DM3=0,66423

Error: 0,0553 gl: 103
Genotipo Medias n E.E.
CPDCR1B-028 0,19 40,12
CPDCR1B-046 0,20 40,12
CPDCRSB-036 0,22 40,12
c4 0,24 20,17
CPDCR5B-053 0,25 40,12
CPDCR5B-102 0,27 40,12
CPDCR5B-096 0,28 40,12
CPDCR1B-043 0,28 40,12
CPDCR1B-015 0,2% 40,12
CPDCRSB-016 0,30 40,12
CPDCR1B-034 0,30 40,12
CPDCR1B-019 0,31 40,12
CPDCR1B-026 0,31 40,12
CPDCR1B-080 0,31 40,12
CPDCRIB-065 0,31 40,12
CPDCR5B-055 0,31 40,12
CPDCR1B-008 0,31 40,12
CPDCR5B-041 0,33 40,12

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

CEDCR1B-078 0,33 0,12
CEDCR1B-054 0,34
CEDCR1B-048 0,35
B1PD280-008 0,35
CPDCR5B-109 0,38
CPDCRIB-052 0,38
CPDCRIB-064 0,37
CPDCR5B-043 0,38
CPDCRIB-076 0,38
B1PD230-040 0,38
CEDCR1B-068 0,38
CEDCR1B-027 0,40
CEDCR1B-075 0,44
CEDCR1B-013 0,52
CEDCR1B-062 0,63
CPDCR1B-074 0,65
CPDCRSB-06%A 0,85

0,12
0,12
0,12
0,12
0,12 B

L o e e Rl S e e S S S
(=== = =R = R e R e e e e O = = e = = = - RN

Mediss con una lstrs comin ne son significativaments diferentss (p » 0,05}

Analisis de la varianza

Variasble N R® R* A CV
Tamafio Raiz 139 0,30 0,07 15,64

Conadro de Analisis de la Varianza (3C tipe III)
F.V. S3C gl M F p-valor

Modelo, 10,75 34 0,32 1,32 0,1447

Genotipo 10,75 34 0,32 1,32 00,1447

Error 24,92 104 0,24

Total 35,67 138

Test:Tukey Alfa=0,605 DMS=1,36925
Error: 0,2386 gl: 104
Genotipo Medias n E.E.

C4 2,87 30,28 A
CEDCRSB-096 2,75 40,24 3
CEDCRSB-102 2,75 40,24 3
CEDCRSB-036 2,75 40,24 3
CPDCR1B-046 2,75 40,24 A
CPDCRSB-06%A 2,75 40,24 A
CPDCR1B-048 3,00 40,243
CPDCRSB-055 3,00 40,243
CEDCR1B-076 3,00 40,242
CEDCR1B-078 3,00 40,242
CPDCR1B-065 3,00 40,243
CPDCRSB-041 3,00 40,243
CPDCR1B-015 3,00 40,243
CPDCR1B-008 3,00 40,243
B1PD280-040 3,00 40,243
B1PD280-008 3,00 40,243
CPDCR1B-026 3,00 40,243
CPDCR1B-028 3,00 40,243
CPDCR1B-043 3,00 40,243
CPDCRSB-043 3,25 40,241
CPDCRSB-053 3,25 40,241
CPDCR1B-030 3,25 40,241
CPDCRSB-108 3,25 40,241
CPDCR1B-064 3,25 40,243
CPDCRIB-052 3,25 40,243
CPDCRIB-054 3,25 40,243
CPDCR1B-034 3,25 40,243
CPDCR1B-075 3,25 40,241
CPDCR1B-01% 3,25 40,241
CPDCR1B-027 3,25 40,241
CPDCRSB-016 3,50 40,243
CPDCRIB-062 3,50 40,243
CPDCRIB-013 3,78 40,243
CPDCRIB-074 3,78 40,243
CPDCRIB-068 3,78 40,243

Medizs con une lstra comin no son significativaments difsrentss (p » 0,05)

Analisis de la varianza

Variable

E* R* 43 Cv

Color pulpa 13% =d

=d 0,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III)

F.V.

CH F p-wvalor

Modeln.

Genotipo 0,00

Error
Total

0,00 34 0,00 =d =d
34 0,00 ad sd
0,00 104 0,00
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D. Anexo: Datos promedios obtenidos del
analisis univariado para DFP, HCN, MS y
ES, en las familiasCPDCR1B y CPDCR5B

GENOTIPO DFP MS HCN ES

AM206-5 6,34 33,12 426,53 86,11
B1PD280-008 10,56 35,29 413,55 58,15
B1PD280-040 8,87 33,48 219,32 53,99
c4 31,44 36,64 250,68 251,71
CM523-7 45,69 39,88 183,93 62,89
CPDCR1B-008 40,09 40,88 225,72 125,05
CPDCR1B-013 32,89 40,51 317,08 85,58
CPDCRI1B-015 28,37 40,20 266,25 116,93
CPDCR1B-019 19,96 37,85 463,63 197,93
CPDCR1B-026 20,55 37,47 500,45 12433
CPDCR1B-027 12,58 36,41 257,95 104,18
CPDCR1B-028 13,48 36,58 332,07 110,67
CPDCR1B-034 27,96 34,93 335,89 119,54
CPDCR1B-043 14,96 37,28 191,73 116,20
CPDCR1B-046 23,37 38,47 479,73 92,24
CPDCR1B-048 18,75 37,46 380,91 79,91
CPDCR1B-052 12,48 35,99 42381 64,00
CPDCR1B-054 21,92 38,20 32528 147,70
CPDCR1B-062 20,94 37,32 575,41 130,21
CPDCR1B-064 10,87 39,30 323,81 83,04
CPDCRI1B-065 10,98 33,53 281,14 134,28
CPDCR1B-068 23,25 42,09 226,37 89,87
CPDCR1B-074 4427 39,31 831,60 150,55
CPDCRI1B-075 9,09 38,17 347,61 77,79
CPDCR1B-076 4338 41,43 45456 132,68
CPDCRI1B-078 21,30 38,14 200,72 116,96
CPDCRI1B-080 7,73 37,95 514,71 63,72
CPDCR5B-016 11,47 36,09 284,27 81,29
CPDCR5B-036 5,52 36,18 450,25 46,75
CPDCR5B-041 14,96 37,00 285,09 105,42
CPDCR5B-043 14,98 38,11 252,03 97,19
CPDCR5B-053 5,58 30,62 190,84 76,91
CPDCR5B-055 14,87 34,83 352,00 101,91
CPDCR5B-069A 5,81 32,96 247,12 140,99
CPDCRS5B-096 11,79 32,11 226,99 131,68
CPDCR5B-102 6,37 29,70 717,47 64,75
CPDCR5B-109 19,40 39,62 46734 114,53
HMC-1 21,17 36,56 151,23 118,37
MCOL 22 2511 39,88 239,16 108,86
MPER 183 20,73 36,15 164,64 86,05
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E.

Anexo: Cromosoma, localizacion de

SNP y gen correspondiente en las
familias CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen
Crom01 | 18522517 | Manes.01G063000 | Crom03 | 3878174 | Manes.03G046600
Crom01 | 18859598 | Manes.01G065400 | Crom03 | 4108692 | Manes.03G043200
Crom01 | 18968777 | Manes.01G066000 | Crom03 | 4758558 | Manes.03G053100
Crom01 [ 19105212 | Manes.01G066700 | Crom03 | 4883440 | Manes.03G054100
Crom01 | 19237812 | Manes.01G067900 | Crom03 | 4883462 | Manes.03G054100
Crom01 | 19237838 | Manes.01G067900 | Crom03 | 48383470 | Manes.03G054100
Crom01 | 19463805 | Manes.01G070000 | Crom03 | 5205673 | Manes.03G056700
Crom01 | 19463808 | Manes.01G070000 | Crom03| 5296043 | Manes.03G057200
CromO1 | 19832235 | Manes.01G073200 | Crom03 | 6627710 | Manes.03G062300
Crom01 | 20042662 | Manes.01G074800 | Crom03| 6627712 | Manes.03G062800
Crom01 | 20272085 | Manes.01G076500 | Crom03 | 7387702 | Manes.03G066200
Crom01 | 20318058 | Manes.01G076900 | Crom03 | 7586268 | Manes.03G066600
Crom01 | 20359448 | Manes.01G077400 | Crom03 | 8469249 | Manes.03G069700
Crom01 | 20382238 | Manes.01G077700 | Crom03 | 8746240 | Manes.03G070600
Crom01 | 20835229 | Manes.01G082900 | Crom03 | 8746305 | Manes.03G070600
Crom01 | 20835253 | Manes.01G082900 | Crom03 | 8746306 | Manes.03G070600
Crom01 | 20924022 | Manes.01G083700 | Crom03 | 8983616 | Manes.03G071200
Crom01 | 20994394 | Manes.01G084700 | Crom03| 9099211 | Manes.03G071500
Crom01 | 20994443 | Manes.01G084700 | Crom03 | 9132619 | Manes.03G071600
Crom01 | 21146173 | Manes.01G086300 | Crom03| 9132633 | Manes.03G071600
CromO1 | 23438958 | Manes.01G114800 | Crom03 | 9132672 | Manes.03G071600
Crom01 | 32642891 | Manes.01G249900 |Crom03| 9132674 | Manes.03G071600
Crom01 | 34427832 | Manes.01G270800 | Crom03 | 9132678 | Manes.03G071600
Crom02 | 17983936 | Manes.02G201200 | Crom03 | 9139820 | Manes.03G071600
Crom02 | 29252202 | Manes.02G220300 | Crom03 | 9139895 | Manes.03G071600
Crom03 120998 | Manes.03G000500 | Crom03 | 9139928 | Manes.03G071600
Crom03 305497 | Manes.03G002900 | Crom03| 9139942 | Manes.03G071600
Crom03 305498 | Manes.03G002900 | Crom03| 9139955 | Manes.03G071600
Crom03 | 3261494 | Manes.03G040200 | Crom03 | 11328380 | Manes.03G078200
Crom03| 3261554 | Manes.03G040200 | Crom03| 11333508 | Manes.03G078200
Crom03 | 3264787 | Manes.03G040200 | Crom03 | 12810601 | Manes.03G081800
Crom03| 3658256 | Manes.03G045200 | Crom03 | 18227848 | Manes.03G 106200
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Continuacién anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias
CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen
Crom03 | 21006336 | Manes.03G113900 | Crom04 | 26234969 | Manes.04G 133700
Crom03 | 22709694 | Manes.03G130600 | Crom04 | 26506711 | Manes.04G 137600
Crom03 | 23094723 | Manes.03G135400 | Crom04 | 27807893 | Manes.04G 155600
Crom03 | 23201089 | Manes.03G137000 | Crom04 | 27807924 | Manes.04G 155600
Crom03 | 23874514 | Manes.03G142600 | Crom05 | 11104612 | Manes.05G 114700
Crom03 | 25567507 | Manes.03G162100 | Crom05 | 11104776 | Manes.05G 114700
Crom03 | 25586863 | Manes.03G162400 | Crom05 | 11122652 | Manes.05G 114800
Crom03 | 25648035 | Manes.03G163200 | Crom05 | 12517523 | Manes.05G 119600
Crom03 | 25844007 | Manes.03G166100 | Crom05 | 12667728 | Manes.05G 119700
Crom04 | 478983 | Manes.04G003900 | Crom05 | 12877446 | Manes.05G 120000
Crom04 | 2959776 | Manes.04G027500 | Crom05 | 13611768 | Manes.05G 121000
Crom04 | 15839351 | Manes.04G061700 | Crom05 | 15001757 | Manes.05G 125400
Crom04 | 21685149 | Manes.04G078700 | Crom05 | 15001891 | Manes.05G 125400
Crom04 | 21815755 | Manes.04G080100 | Crom05 | 15027128 | Manes.05G 125500
Crom04 | 22749888 | Manes.04G090400 | Crom05 | 15034283 | Manes.05G 125600
Crom04 | 22799777 | Manes.04G090800 | Crom05 | 15107181 | Manes.05G 126200
Crom04 | 23164339 | Manes.04G094400 | Crom05 | 15120942 | Manes.05G 126300
Crom04 | 23164348 | Manes.04G094400 | Crom05 | 15180553 | Manes.05G 126700
Crom04 | 23289285 | Manes.04G095500 | Crom05 | 15180568 | Manes.05G 126700
Crom04 | 24615939 | Manes.04G112900 | Crom05 | 15275374 | Manes.05G 127100
Crom04 | 24615949 | Manes.04G112900 | Crom05 | 15275419 | Manes.05G 127100
Crom04 | 24615963 | Manes.04G112900 | Crom05 | 15287998 | Manes.05G 127200
Crom04 | 24615964 | Manes.04G112900 | Crom05 | 15313006 | Manes.05G 127800
Crom04 | 24656035 | Manes.04G113700 | Crom05 | 15492619 | Manes.05G 128200
Crom04 | 24656044 | Manes.04G113700 | Crom05 | 16106726 | Manes.05G 130900
Crom04 | 24671906 | Manes.04G113900 | Crom05 | 17606366 | Manes.05G 133200
Crom04 | 24679481 | Manes.04G114100 | Crom05 | 17834882 | Manes.05G 133600
Crom04 | 24696760 | Manes.04G114500 | Crom05 | 17912884 | Manes.05G 134800
Crom04 | 24696786 | Manes.04G114500 | Crom05 | 18016329 | Manes.05G 135300
Crom04 | 24696788 | Manes.04G114500 | Crom05 | 20558946 | Manes.05G 144200
Crom04 | 24939868 | Manes.04G118300 | Crom05 | 20558982 | Manes.05G 144200
Crom04 | 24989327 | Manes.04G119200 | Crom05 | 20664442 | Manes.05G 144900
Crom04 | 24989341 | Manes.04G119200 | Crom05 | 20665300 | Manes.05G 144900
Crom04 | 24989362 | Manes.04G119200 | Crom05 | 20967688 | Manes.05G 147900
Crom04 | 26113713 | Manes.04G131900 | Crom05 | 21118825 | Manes.05G 148900
Crom04 | 26129255 | Manes.04G132400 | Crom05 | 21161898 | Manes.05G 149200
Crom04 | 26205610 | Manes.04G133400 | Crom05 | 21495922 | Manes.05G 151200
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Continuaciéon anexo E: Cromosoma, localizacion de SNP y gen correspondiente en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom06 | 1183899 | Manes.06G007300 | Crom07 | 23367237 | Manes.07G 104800
Crom06 | 1242335| Manes.06G007900 | Crom07 | 23511289 | Manes.07G 105800
Crom06 | 1340813 | Manes.06G008600 | Crom07 | 23816656 | Manes.07G 109600
Crom06 | 1340814 | Manes.06G008600 | Crom07 | 23816672 | Manes.07G109600
Crom06 | 2276520 | Manes.06G015000 | Crom07 | 23816674 | Manes.07G 109600
Crom06 | 2276542 | Manes.06G015000 | Crom07 | 23816682 | Manes.07G 109600
Crom06 | 17716339 | Manes.06G064400 | Crom07 | 23816683 | Manes.07G 109600
Crom06 | 17716377 | Manes.06G064400 | Crom07 | 23957822 | Manes.07G 111000
Crom06 | 17716410 | Manes.06G064400 | Crom07 | 23957823 | Manes.07G111000
Crom06 | 17753513 | Manes.06G064800 | Crom07 | 23957824 | Manes.07G 111000
Crom06 | 22520607 | Manes.06G116900 | Crom07 | 23957825 | Manes.07G111000
Crom07| 4381147 | Manes.07G043500 | Crom07 | 23957826 | Manes.07G111000
Crom07| 6909268 | Manes.07G058500 | Crom07 | 24722532 | Manes.07G 119500
Crom07| 6909289 | Manes.07G058500 | Crom07 | 24722623 | Manes.07G119500
Crom07 | 14407687 | Manes.07G073500 | Crom07 | 24722624 | Manes.07G 119500
Crom07 | 15300261 | Manes.07G075900 | Crom07 | 24722634 | Manes.07G119500
Crom07 | 15300272 | Manes.07G075900 | Crom07 | 24798474 | Manes.07G 120700
Crom07 | 15876201 | Manes.07G076400 | Crom07 | 24890581 | Manes.07G122000
Crom07 | 15876224 | Manes.07G076400 | Crom07 | 24890599 | Manes.07G 122000
Crom07 | 15876246 | Manes.07G076400 | Crom07 | 24890627 | Manes.07G 122000
Crom07 | 15876261 | Manes.07G076400 | Crom08 94356 | Manes.08G000900
Crom07 | 16476443 | Manes.07G077300 | Crom08 165525 | Manes.08G001600
Crom07 | 17323975 | Manes.07G078000 | Crom08| 228362 | Manes.08G002100
Crom07 | 17702703 | Manes.07G078500 | Crom08| 301603 | Manes.08G002800
Crom07 | 17841223 | Manes.07G079500 | Crom08| 497120 | Manes.08G006400
Crom07 | 17880776 | Manes.07G080000 | Crom08| 573408 | Manes.08G007900
Crom07 | 20893598 | Manes.07G089000 | Crom08| 583475 | Manes.08G008000
Crom07 | 22394053 | Manes.07G097600 | Crom08| 760411 | Manes.08G010600
Crom07 | 22843794 | Manes.07G100500 | Crom08| 866032 | Manes.08G011900
Crom07 | 22916475 | Manes.07G101100 | Crom08| 941910 | Manes.08G013200
Crom07 | 23283507 | Manes.07G103900 | Crom08| 941926 | Manes.08G013200
Crom07 | 23283508 | Manes.07G103900 | Crom08| 941948 | Manes.08G013200
Crom07 | 23321062 | Manes.07G104400 | Crom08| 1339756 | Manes.08G014800
Crom07 | 23358817 | Manes.07G104700 | Crom08| 1346348 | Manes.08G014800
Crom07 | 23358862 | Manes.07G104700 | Crom08| 1921090 | Manes.08G020600
Crom07 | 23367014 | Manes.07G104800 | Crom08| 2396834 | Manes.08G026600
Crom07 | 23367050 | Manes.07G104800 | Crom08| 2613422 | Manes.08G029100
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Continuacién anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias
CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom08 | 2613489 | Manes.08G029100 | Crom08 | 24679842 | Manes.08G094400
Crom08 | 2655580 | Manes.08G029400 | Crom08 | 24985822 | Manes.08G095200
Crom08 | 2863279 | Manes.08G031900 | Crom08 | 26347289 | Manes.08G101200
Crom08| 2956591 | Manes.08G033000 | Crom08 | 26366757 | Manes.08G 101400
Crom08| 3896169 | Manes.08G042400 | Crom08 | 26602250 | Manes.08G 102000
Crom08 | 3896207 | Manes.08G042400 | Crom08 | 26602263 | Manes.08G 102000
Crom08 | 3914533 | Manes.08G042700 | Crom08 | 26692380 | Manes.08G 102400
Crom08 | 3914545 | Manes.08G042700 | Crom08 | 27961456 | Manes.08G 114600
Crom08 | 3996756 | Manes.08G043300 | Crom08 | 28230180 | Manes.08G 116900
Crom08 | 4284450 | Manes.08G045800 | Crom08 | 28254474 | Manes.08G 117300
Crom08 | 4284469 | Manes.08G045800 | Crom08 | 29039447 | Manes.08G 125200
Crom08 | 4284516 | Manes.08G045800 | Crom08 | 29290788 | Manes.08G 127200
Crom08 | 5155647 | Manes.08G051700 | Crom08 | 29290814 | Manes.08G 127200
Crom08 | 5595893 | Manes.08G054800 | Crom08 |29937397 | Manes.08G 132300
Crom08 | 7389204 | Manes.08G061600 | Crom08 | 30650918 | Manes.08G 141000
Crom08 | 9142047 | Manes.08G066800 | Crom08 | 30650954 | Manes.08G 141000
Crom08 | 9142052 | Manes.08G066800 | Crom08 | 30984000 | Manes.08G 144400
Crom08 | 9142069 | Manes.08G066800 | Crom08 | 31789102 | Manes.08G 153900
Crom08 | 9142105 | Manes.08G066800 | Crom08 | 33211662 | Manes.08G 172300
Crom08 | 11656320 | Manes.08G072300 | Crom08 | 33846655 | Manes.08G 174400
Crom08 | 11997506 | Manes.08G072800 | Crom08 | 33846664 | Manes.08G 174400
Crom08 | 12064747 | Manes.08G072900 | Crom09 | 2838421 | Manes.09G019100
Crom08 | 14117855 | Manes.08G076500 | Crom09 | 3185453 | Manes.09G021400
Crom08 | 15944702 | Manes.08G078500 | Crom09 | 3807633 | Manes.09G025400
Crom08 | 19139819 | Manes.08G082000 | Crom09 | 5824687 | Manes.09G043100
Crom08 | 19139864 | Manes.08G082000 | Crom09| 6111583 | Manes.09G045800
Crom08 | 19356222 | Manes.08G082200 | Crom09 | 6590951 | Manes.09G048700
Crom08 | 21814032 | Manes.08G087700 | Crom09 | 6590959 | Manes.09G048700
Crom08 | 21814036 | Manes.08G087700 | Crom09 | 6590978 | Manes.09G048700
Crom08 | 23694607 | Manes.08G091200 | Crom09 | 7888819 | Manes.09G059200
Crom08 | 24051909 | Manes.08G092500 | Crom09 | 17927215 | Manes.09G088200
Crom08 | 24366049 | Manes.08G093100 | Crom09 | 21935189 | Manes.09G 100000
Crom08 | 24393390 | Manes.08G093200 | Crom09 | 22032094 | Manes.09G101300
Crom08 | 24679796 | Manes.08G094400 | Crom09 | 24332523 | Manes.09G 120000
Crom08 | 24679799 | Manes.08G094400 | Crom09 | 26454241 | Manes.09G 147200
Crom08 | 24679821 | Manes.08G094400 | Crom09 | 28853375 | Manes.09G 180400
Crom08 | 24679839 | Manes.08G094400 | Crom09 | 28853390 | Manes.09G 180400
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Continuaciéon anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom09 | 28853418 | Manes.09G180400 | Crom11|13170016 | Manes.11G090000
Crom09 | 29016382 | Manes.09G183400 | Crom11 | 13206618 | Manes.11G090100
Crom10| 1000437 | Manes.10G012700 | Crom11 | 13206619 | Manes.11G090100
Crom10| 1204120 | Manes.10G015600 | Crom11 | 16329087 | Manes.11G097800
Crom10| 1204257 | Manes.10G015600 | Crom11 |22322171 | Manes.11G117600
Crom10| 5911149 | Manes.10G054100 |Crom12| 1045184 | Manes.12G012500
Crom10| 6095171 | Manes.10G054700 | Crom12| 1048062 | Manes.12G012500
Crom10 | 7324427 | Manes.10G058200 | Crom12| 1129738 | Manes.12G013600
Crom10| 9565875 | Manes.10G068000 | Crom12| 1536963 | Manes.12G020100
Crom10 | 15981851 | Manes.10G082000 | Crom12| 1536989 | Manes.12G020100
Crom10 | 17104319 | Manes.10G083900 | Crom12| 1601489 | Manes.12G021100
Crom10 | 18832757 | Manes.10G090600 | Crom12| 1709505 | Manes.12G022900
Crom10 | 18914194 | Manes.10G091300 | Crom12| 1709535 | Manes.12G022900
Crom10 | 18923970 | Manes.10G091400 | Crom12| 1940140 | Manes.12G025300
Crom10 | 18923981 | Manes.10G091400 | Crom12| 2338298 | Manes.12G030300
Crom10 | 19108442 | Manes.10G092300 | Crom12| 5930908 | Manes.12G064400
Crom10 | 20024826 | Manes.10G098900 | Crom12| 8809134 | Manes.12G079200
Crom10 | 20518319 | Manes.10G104400 | Crom12| 9818771 | Manes.12G082100
Crom10 | 21662155 | Manes.10G110000 | Crom12 | 15356349 | Manes.12G094300
Crom10 | 21668380 | Manes.10G110100 | Crom12 | 15356359 | Manes.12G094300
Crom10 | 22296749 | Manes.10G113600 | Crom12 | 15359091 | Manes.12G094300
Crom11 785544 | Manes.11G007300 | Crom12 | 15359148 | Manes.12G094300
Croml11| 785610 | Manes.11G007300 |Crom12| 15633619 | Manes.12G094400
Crom11 973377 | Manes.11G009200 | Crom12 | 15633639 | Manes.12G094400
Crom11| 1052088 | Manes.11G010500 | Crom12| 15633660 | Manes.12G094400
Crom11| 1102072 | Manes.11G011000 | Crom12 | 15889997 | Manes.12G094600
Crom11| 1102082 | Manes.11G011000 | Crom12|17971981 | Manes.12G096700
Crom11| 1102126 | Manes.11G011000 | Crom12 | 17972030 | Manes.12G096700
Crom11| 1102140 | Manes.11G011000 | Crom12 | 18009273 | Manes.12G096700
Crom11| 1102150 | Manes.11G011000 | Crom12 | 18100224 | Manes.12G096800
Croml11| 2772218 | Manes.11G033200 | Crom12 | 18100252 | Manes.12G096800
Crom11| 3307345 | Manes.11G039000 | Crom12 | 18100292 | Manes.12G096800
Crom11| 4328595 | Manes.11G047700 | Crom12 | 18841878 | Manes.12G097500
Crom11| 6398437 | Manes.11G062800 | Crom12 | 19264962 | Manes.12G098000
Crom11| 6399232 | Manes.11G062900 | Crom12 | 19409782 | Manes.12G098300
Crom11| 6399245 | Manes.11G062900 | Crom12|19414055 | Manes.12G098300
Crom11 | 12954620 | Manes.11G089200 | Crom12 | 19482663 | Manes.12G098600
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Continuacién anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias
CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom12 | 19500941 | Manes.12G098600 | Crom13 | 25436348 | Manes.13G 127800
Crom12 | 19500944 | Manes.12G098600 | Crom13 | 25546898 | Manes.13G128100
Crom12 | 19583921 | Manes.12G098700 | Crom13 | 25588756 | Manes.13G 128700
Crom12 | 19583929 | Manes.12G098700 | Crom13 | 25626618 | Manes.13G129000
Crom12 | 19583938 | Manes.12G098700 | Crom13 | 25626637 | Manes.13G 129000
Crom12 | 20390361 | Manes.12G100100 | Crom13 | 25635999 | Manes.13G 129100
Crom12 | 20390367 | Manes.12G100100 | Crom13 | 26372060 | Manes.13G136000
Crom12 | 20390373 | Manes.12G100100 | Crom13 | 26392715 | Manes.13G136200
Crom12 | 20886772 | Manes.12G100700 | Crom13|26392761 | Manes.13G 136200
Crom12 | 21073441 | Manes.12G101400 | Crom13 | 26468823 | Manes.13G 137300
Crom12 | 21147094 | Manes.12G101600 | Crom13 | 26541538 | Manes.13G 137800
Crom12 | 21150371 | Manes.12G101600 | Crom14| 2581941 | Manes.14G031400
Crom12 | 21199825 | Manes.12G101800 | Crom14| 2581942 | Manes.14G031400
Crom12 | 21199841 | Manes.12G101800 | Crom14| 2683307 | Manes.14G032600
Crom12|21199902 | Manes.12G101800 | Crom14| 2683309 | Manes.14G032600
Crom12 | 21272697 | Manes.12G102000 | Crom14 | 3032285 | Manes.14G038300
Crom12 | 21536451 | Manes.12G102300 | Crom14| 3056166 | Manes.14G038400
Crom12 | 21536631 | Manes.12G102300 | Crom14| 3165321 | Manes.14G040500
Crom12 | 21536639 | Manes.12G102300 | Crom14| 3675759 | Manes.14G046000
Crom12 | 21536661 | Manes.12G102300 | Crom14| 3675760 | Manes.14G046000
Crom12 | 21536671 | Manes.12G102300 | Crom14| 3675761 | Manes.14G046000
Crom12 | 21781695 | Manes.12G102600 | Crom14| 3675784 | Manes.14G046000
Crom12 | 22000070 | Manes.12G102700 | Crom14| 3913470 | Manes.14G048900
Crom12 | 22516928 | Manes.12G103100 | Crom14| 3942405 | Manes.14G049500
Crom12 | 22631747 | Manes.12G103200 | Crom14| 4359533 | Manes.14G055300
Crom12 | 23110863 | Manes.12G104200 | Crom14| 4488144 | Manes.14G057900
Crom12|23110933 | Manes.12G104200 | Crom14| 4704089 | Manes.14G058500
Crom12 | 23532685 | Manes.12G105100 | Crom14| 5603993 | Manes.14G068800
Crom13| 889916 | Manes.13G009200 | Crom14| 5671838 | Manes.14G069200
Crom13| 889918 | Manes.13G009200 | Crom14| 5679179 | Manes.14G069300
Crom13| 889922 | Manes.13G009200 | Crom14 | 5741220 | Manes.14G070200
Crom13| 1364294 | Manes.13G013700 | Crom14| 5932552 | Manes.14G073400
Crom13| 3321369 | Manes.13G036000 | Crom14 | 6333221 | Manes.14G077800
Crom13| 4737654 | Manes.13G043400 | Crom14| 6374169 | Manes.14G078500
Crom13 | 15058965 | Manes.13G086800 | Crom14 | 6374998 | Manes.14G078500
Crom13|25345100 | Manes.13G126700 | Crom14| 6375042 | Manes.14G078500
Crom13 | 25405399 | Manes.13G126700 | Crom14| 6391992 | Manes.14G079000
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Continuaciéon anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom14 | 6462829 | Manes.14G080200 | Crom14| 8730012 | Manes.14G107600
Crom14 | 6523549 | Manes.14G080700 | Crom14| 8747821 | Manes.14G107800
Crom14 | 6530529 | Manes.14G080700 | Crom14 | 8747890 | Manes.14G107800
Crom14 | 6594366 | Manes.14G081600 | Crom14| 8747891 | Manes.14G107800
Crom14| 6596549 | Manes.14G081600 | Crom14| 8747951 | Manes.14G107800
Crom14 | 6634126 | Manes.14G082200 | Crom14| 8824062 | Manes.14G108600
Crom14 | 6659005 | Manes.14G082400 | Crom14 | 8829770 | Manes.14G108800
Crom14 | 6679556 | Manes.14G082600 | Crom14| 8829801 | Manes.14G 108800
Crom14| 6695383 | Manes.14G082900 | Crom14 | 8829823 | Manes.14G108800
Crom14 | 6700666 | Manes.14G083000 | Crom14| 8829866 | Manes.14G 108800
Crom14| 6700695 | Manes.14G083000 | Crom14| 8856583 | Manes.14G108900
Crom14 | 7252263 | Manes.14G090100 | Crom14 | 8884329 | Manes.14G 109200
Crom14 | 7256276 | Manes.14G090200 | Crom14 | 8884332 | Manes.14G109200
Crom14 | 7256293 | Manes.14G090200 | Crom14 | 8884338 | Manes.14G109200
Crom14 | 7748085 | Manes.14G095900 | Crom14 | 8888903 | Manes.14(G109200
Crom14 | 7748112 | Manes.14G095900 | Crom14| 8900717 | Manes.14G109300
Crom14 | 7748141 | Manes.14G095900 | Crom14| 8907290 | Manes.14G109500
Crom14| 7750523 | Manes.14G095900 | Crom14| 8966452 | Manes.14G109900
Crom14| 7819351 | Manes.14G096800 | Crom14| 8966486 | Manes.14G109900
Crom14 | 7819358 | Manes.14G096800 | Crom14| 8986688 | Manes.14G110300
Crom14| 7873013 | Manes.14G097400 | Crom14| 9126037 | Manes.14G111200
Crom14 | 7901748 | Manes.14G097900 | Crom14| 9129216 | Manes.14G111200
Crom14| 7906355 | Manes.14G097900 | Crom14| 9297378 | Manes.14G111400
Crom14 | 7906414 | Manes.14G097900 | Crom14| 9486323 | Manes.14G112600
Crom14 | 8428885 | Manes.14G104000 | Crom14| 9486467 | Manes.14G112600
Crom14 | 8464497 | Manes.14G104500 | Crom14 | 10275723 | Manes.14G117200
Crom14 | 8507297 | Manes.14G104900 | Crom14 | 10416793 | Manes.14G 118300
Crom14 | 8572064 | Manes.14G105500 | Crom14 | 10483984 | Manes.14G118800
Crom14 | 8578599 | Manes.14G105600 | Crom14 | 10529546 | Manes.14G 119300
Crom14| 8594163 | Manes.14G105700 | Crom14 | 10568355 | Manes.14G119800
Crom14 | 8594235 | Manes.14G105700 | Crom14 | 10629702 | Manes.14G120300
Crom14 | 8603538 | Manes.14G105800 | Crom14 | 10638648 | Manes.14G120500
Crom14| 8674131 | Manes.14G106500 | Crom14 | 10686263 | Manes.14G121100
Crom14 | 8692003 | Manes.14G107000 | Crom14 | 10686303 | Manes.14G121100
Crom14 | 8702493 | Manes.14G107200 | Crom14 | 10706940 | Manes.14G121300
Crom14 | 8729982 | Manes.14G107600 | Crom14 | 10800365 | Manes.14G 122000
Crom14 | 8729983 | Manes.14G107600 | Crom14 | 10923459 | Manes.14G 123000
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Crom14| 8730012 | Manes.14G107600 | Crom14| 8730012 | Manes.14G107600
Crom14| 8747821 | Manes.14G107800 | Crom14| 8747821 | Manes.14G107800
Crom14| 8747890 | Manes.14G107800 | Crom14| 8747890 | Manes.14G107800
Crom14| 8747891 | Manes.14G107800 | Crom14| 8747891 | Manes.14G107800
Crom14| 8747951 | Manes.14G107800 | Crom14| 8747951 | Manes.14G107800
Crom14 | 8824062 | Manes.14G108600 | Crom14| 8824062 | Manes.14G108600
Crom14| 8829770 | Manes.14G108800 | Crom14| 8829770 | Manes.14G108800
Crom14| 8829801 | Manes.14G108800 | Crom14| 8829801 | Manes.14G108800
Crom14 | 8829823 | Manes.14G108800 | Crom14| 8829823 | Manes.14G 108800
Crom14| 8829866 | Manes.14G108800 | Crom14| 8829866 | Manes.14G108800
Crom14 | 8856583 | Manes.14G108900 | Crom14| 8856583 | Manes.14G 108900
Crom14 | 8884329 | Manes.14G109200 | Crom14| 8884329 | Manes.14G 109200
Crom14| 8884332 | Manes.14G109200 | Crom14| 8884332 | Manes.14G109200
Crom14 | 8884338 | Manes.14G109200 | Crom14| 8884338 | Manes.14G109200
Crom14| 8888903 | Manes.14G109200 | Crom14| 8888903 | Manes.14G109200
Crom14 | 8900717 | Manes.14G109300 | Crom14| 8900717 | Manes.14G 109300
Crom14| 8907290 | Manes.14G109500 | Crom14| 8907290 | Manes.14G109500
Crom14| 8966452 | Manes.14G109900 | Crom14| 8966452 | Manes.14G109900
Crom14 | 8966486 | Manes.14G109900 | Crom14| 8966486 | Manes.14G 109900
Crom14| 8986688 | Manes.14G110300 | Crom14| 8986688 | Manes.14G110300
Crom14 | 9126037 | Manes.14G111200 | Crom14| 9126037 | Manes.14G111200
Crom14| 9129216 | Manes.14G111200 | Crom14| 9129216 | Manes.14G111200
Crom14 | 9297378 | Manes.14G111400 | Crom14| 9297378 | Manes.14G 111400
Crom14 | 9486323 | Manes.14G112600 | Crom14| 9486323 | Manes.14G 112600
Crom14| 9486467 | Manes.14G112600 | Crom14| 9486467 | Manes.14G112600
Crom14 | 10275723 | Manes.14G117200 | Crom14 | 10275723 | Manes.14G 117200
Crom14 | 10416793 | Manes.14G118300 | Crom14 | 10416793 | Manes.14G118300
Crom14 | 10483984 | Manes.14G118800 | Crom14 | 10483984 | Manes.14G 118800
Crom14 | 10529546 | Manes.14G119300 | Crom14 | 10529546 | Manes.14G119300
Crom14 | 10568355 | Manes.14G119800 | Crom14 | 10568355 | Manes.14G119800
Crom14 | 10629702 | Manes.14G120300 | Crom14 | 10629702 | Manes.14G120300
Crom14 | 10638648 | Manes.14G120500 | Crom14 | 10638648 | Manes.14G120500
Crom14 | 10686263 | Manes.14G121100 | Crom14 | 10686263 | Manes.14G121100
Crom14 | 10686303 | Manes.14G121100 | Crom14 | 10686303 | Manes.14G121100
Crom14 | 10706940 | Manes.14G121300 | Crom14 | 10706940 | Manes.14G121300
Crom14 | 10800365 | Manes.14G122000 | Crom14 | 10800365 | Manes.14G122000
Crom14 | 10923459 | Manes.14G123000 | Crom14 | 10923459 | Manes.14G123000
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Continuaciéon anexo E: Cromosoma, localizacién de SNP y gen correspondiente en las familias

CPDCR1B y CPDCR5B

Crom Loc Gen Crom Loc Gen

Crom14 | 10996058 | Manes.14G134600 | Crom14 | 11632431 | Manes.14G130800
Crom14 | 11018750 | Manes.14G123900 | Crom14 | 11664455 | Manes.14G131400
Crom14 | 11018802 | Manes.14G123900 | Crom14 | 11664461 | Manes.14G131400
Crom14 | 11040585 | Manes.14G124100 | Crom14 | 11672305 | Manes.14G131500
Crom14 | 11042945 | Manes.14G124100 | Crom14 | 11685606 | Manes.14G131800
Crom14 | 11054384 | Manes.14G124200 | Crom14 | 11685620 | Manes.14G131800
Crom14 | 11152054 | Manes.14G125300 | Crom14 | 11688265 | Manes.14G131800
Crom14 | 11183390 | Manes.14G125700 | Crom14 | 11688273 | Manes.14G 131800
Crom14 | 11183394 | Manes.14G125700 | Crom14 | 11706900 | Manes.14G132000
Crom14 | 11187213 | Manes.14G125700 | Crom14 | 11706921 | Manes.14G 132000
Crom14 | 11197620 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11706927 | Manes.14G132000
Crom14 | 11197645 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11714420 | Manes.14G 132200
Crom14 | 11197676 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11714431 | Manes.14G 132200
Crom14 | 11198115 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11714434 | Manes.14G132202
Crom14 | 11198145 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11742050 | Manes.14G 132600
Crom14 | 11198307 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11742090 | Manes.14G132600
Crom14 | 11198385 | Manes.14G125900 | Crom14 | 11950123 | Manes.14G134300
Crom14 | 11204349 | Manes.14G126000 | Crom14 | 11950146 | Manes.14G134300
Crom14 | 11276201 | Manes.14G126800 | Crom14 | 11950161 | Manes.14G134300
Crom14 | 11280552 | Manes.14G126900 | Crom14 | 12005295 | Manes.14G 134600
Crom14 | 11334649 | Manes.14G127300 | Crom14 | 12011923 | Manes.14G134700
Crom14 | 11334664 | Manes.14G127300 | Crom14 | 12011956 | Manes.14G 134700
Crom14 | 11399454 | Manes.14G127700 | Crom14 | 12096463 | Manes.14G136200
Crom14 | 11412382 | Manes.14G128100 | Crom14 | 12159209 | Manes.14G 136600
Crom14 | 11419502 | Manes.14G128200 | Crom14 | 12179465 | Manes.14G 136800
Crom14 | 11442459 | Manes.14G128600 | Crom14 | 12682866 | Manes.14G141100
Crom14 | 11485770 | Manes.14G129000 | Crom14 | 12705711 | Manes.14G 141400
Crom14 | 11491920 | Manes.14G129000 | Crom14 | 15375716 | Manes.14G 151100
Crom14 | 11537407 | Manes.14G129500 | Crom14 | 16100730 | Manes.14G 152300
Crom14 | 11537448 | Manes.14G129500 | Crom14 | 16100745 | Manes.14G152300
Crom14 | 11538682 | Manes.14G129500 | Crom14 | 16100877 | Manes.14G152300
Crom14 | 11550492 | Manes.14G129600 | Crom14 | 16191876 | Manes.14G152600
Crom14 | 11550498 | Manes.14G129600 | Crom14 | 16243742 | Manes.14G152800
Crom14 | 11550588 | Manes.14G129600 | Crom14 | 16243788 | Manes.14G152800
Crom14 | 11586652 | Manes.14G130100 | Crom14 | 16301249 | Manes.14G153400
Crom14 | 11594525 | Manes.14G130300 | Crom14 | 16366938 | Manes.14G153600
Crom14 | 11614567 | Manes.14G130500 | Crom14| 16411156 | Manes.14G 153800
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Crom14 | 16411189 | Manes.14G153800 | Crom14|20017300 | Manes.14G160800
Crom14 | 16470876 | Manes.14G154000 | Crom14 |20052857 | Manes.14G161100
Crom14 | 16470913 | Manes.14G154000 | Crom14|20186199 | Manes.14G161500
Crom14 | 16477599 | Manes.14G154000 | Crom14|20186202 | Manes.14G161500
Crom14 | 16503115 | Manes.14G154000 | Crom14 |20186226 | Manes.14G161500
Crom14 | 16534300 | Manes.14G154000 | Crom14 |20186238 | Manes.14G161500
Crom14 | 16562214 | Manes.14G154000 | Crom14|20734919 | Manes.14G162100
Crom14 | 16562224 | Manes.14G154000 | Crom14 |21063543 | Manes.14G162900
Crom14 | 16562338 | Manes.14G154000 | Crom14 | 21176427 | Manes.14G 163100
Crom14 | 16642079 | Manes.14G154100 | Crom14 | 21176480 | Manes.14G163100
Crom14 | 17179769 | Manes.14G154800 | Crom14 | 21217488 | Manes.14G 163200
Crom14 | 17322503 | Manes.14G155000 | Crom14 | 21217547 | Manes.14G 163200
Crom14 | 17376863 | Manes.14G155100 | Crom14 | 21217559 | Manes.14G163200
Crom14 | 17376913 | Manes.14G155100 | Crom14 | 21286195 | Manes.14G 163400
Crom14 | 17500360 | Manes.14G155500 | Crom14 | 21286204 | Manes.14G163400
Crom14 | 17500420 | Manes.14G155500 | Crom14| 21313915 | Manes.14G 163500
Crom14 | 17500460 | Manes.14G155500 | Crom14 | 21313982 | Manes.14G163500
Crom14 | 17523064 | Manes.14G155500 | Crom14 | 21320427 | Manes.14G163500
Crom14 | 17742211 | Manes.14G156000 | Crom14 | 21320431 | Manes.14G163500
Crom14 | 17798285 | Manes.14G156200 | Crom14 | 21343787 | Manes.14G163600
Crom14 | 17802022 | Manes.14G156300 | Crom14 | 21382050 | Manes.14G 163700
Crom14 | 17802055 | Manes.14G156300 | Crom14 | 22603966 | Manes.14G167000
Crom14 | 17802108 | Manes.14G156300 | Crom14 | 22603980 | Manes.14G 167000
Crom14 | 17802115 | Manes.14G156300 | Crom14 | 22724247 | Manes.14G 167500
Crom14 | 18293833 | Manes.14G157500 | Crom14 | 23456453 | Manes.14G169900
Crom14 | 18305419 | Manes.14G157600 | Crom15| 5509784 | Manes.15G075500
Crom14 | 18795842 | Manes.14G158400 | Crom15| 5509839 | Manes.15G075500
Crom14 | 18874295 | Manes.14G158800 | Crom15| 6801036 | Manes.15G092300
Crom14 | 18874323 | Manes.14G158800 | Crom15| 6801071 | Manes.15G092300
Crom14 | 19029046 | Manes.14G159000 | Crom15| 7934797 | Manes.15G105500
Crom14 | 19222659 | Manes.14G159400 | Crom15| 11315901 | Manes.15G 145400
Crom14 | 19222967 | Manes.14G159400 | Crom15 | 12057648 | Manes.15G153100
Crom14 | 19418319 | Manes.14G159800 | Crom15 | 13807424 | Manes.15G 169000
Crom14 | 19418369 | Manes.14G159800 | Crom15 | 15479967 | Manes.15G175400
Crom14 | 19423827 | Manes.14G159800 | Crom15| 15813109 | Manes.15G175600
Crom14 | 19826573 | Manes.14G160600 | Crom15 | 16203710 | Manes.15G176300
Crom14 | 20017299 | Manes.14G160800 | Crom15 | 19882349 | Manes.15G182100
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Crom16 1928735 | Manes.16G019400 Crom16 27179316 | Manes.16G118500
Crom16 1938223 | Manes.16G019500 Crom16 27179350 | Manes.16G118500
Crom16 1941988 | Manes.16G019500 Crom16 27213298 | Manes.16G118700
Crom16 3083003 | Manes.16G029700 Crom16 27220597 | Manes.16G118800
Crom16 3123317 | Manes.16G029800 Crom16 27252534 | Manes.16G119400
Crom16 3123363 | Manes.16G029800 Crom16 27357669 | Manes.16G121100
Crom16 3176666 | Manes.16G030000 Crom16 27357676 | Manes.16G121100
Crom16 3176697 | Manes.16G030000 Crom16 27437342 | Manes.16G122400
Crom16 8079168 | Manes.16G048100 Crom16 27469344 | Manes.16G122800
Crom16 8185245 | Manes.16G048200 Crom16 27495547 | Manes.16G123100
Crom16 24401356 | Manes.16G086500 Crom16 27498167 | Manes.16G123200
Crom16 24427817 | Manes.16G087000 Crom16 27569018 | Manes.16G124000
Crom16 24492308 | Manes.16G087800 Crom16 27569023 | Manes.16G124000
Crom16 24715358 | Manes.16G090100 Crom16 27575466 | Manes.16G124100
Crom16 24741442 | Manes.16G090500 Crom16 27698353 | Manes.16G 125800
Crom16 24741505 | Manes.16G090500 Crom17 1202380 | Manes.17G005600
Crom16 25305590 | Manes.16G097000 Crom17 1202388 | Manes.17G005600
Crom16 25341546 | Manes.16G097500 Crom17 24274809 | Manes.17G101500
Crom16 25343879 | Manes.16G097600 Crom17 25232931 | Manes.17G112100
Crom16 26111329 | Manes.16G105400 Crom17 25435951 | Manes.17G113600
Crom16 26147287 | Manes.16G105800 Crom17 25441940 | Manes.17G113700
Crom16 26267278 | Manes.16G106900 Crom18 1247414 | Manes.18G015900
Crom16 26337851 | Manes.16G107800 Crom18 1610370 | Manes.18G020900
Crom16 26395985 | Manes.16G 108500 Crom18 1696255 | Manes.18G021600
Crom16 26396034 | Manes.16G 108500 Crom18 2542241 | Manes.18G027300
Crom16 26513433 | Manes.16G109800 Crom18 4730019 | Manes.18G056000
Crom16 26530589 | Manes.16G 110000 Crom18 5063481 | Manes.18G058200
Crom16 26536255 | Manes.16G110000 Crom18 5533653 | Manes.18G063800
Crom16 26546905 | Manes.16G110000 Crom18 5546042 | Manes.18G064000
Crom16 26688884 | Manes.16G111600 Crom18 5546060 | Manes.18G064000
Crom16 26688960 | Manes.16G111600 Crom18 5546086 | Manes.18G064000
Crom16 26881640 | Manes.16G113200 Crom18 5571629 | Manes.18G064600
Crom16 27061196 | Manes.16G116200 Crom18 5593698 | Manes.18G064700
Crom16 27103868 | Manes.16G116800 Crom18 5621423 | Manes.18G065100
Crom16 27145081 | Manes.16G 117400 Crom18 9252848 | Manes.18G104100
Crom16 27168937 | Manes.16G118200 Crom18 9253219 | Manes.18G104100
Crom16 27169139 | Manes.16G118200 Crom18 9410230 | Manes.18G 104600
Crom16 27169141 | Manes.16G118200 Crom18 9572368 | Manes.18G105700










