Comunicacion Corta Biotecnologia vegetal Vol. 3, No. 2: 105 - 109, abril - junio 2003

Estudio de las afinidades genéticas en clones de Manihot esculenta
Crantz de importancia econémica para Cuba

Marlyn Valdés'™, Maria Isabel Roman?, Clara Gonzalez', Xonia Xiqués', Yoel Beovides? y Sergio Rodriguez2.
*Autor para correspondencia.

'Facultad de Biologia. Universidad de la Habana. Calle 25. Entre: | y J. Vedado. C.P: 2400. Cuba.
e-mail: marlyn@fbio.uh.cu

2]nstituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT). Santo Domingo, Villa Clara. Cuba.

RESUMEN

Se determinaron las afinidades genéticas entre 12 clones de yuca (Manihot esculenta Crantz), a partir del estudio de
los sistemas isoenzimaticos: Peroxidasas, Polifenoloxidasas y Anhidrasa Carbdnica. Se empleé para el analisis de
los resultados el programa MAT-GEN. Todos los sistemas enzimaticos estudiados resultaron polimérficos, con el
mayor grado para las isoenzimas Anhidrasa Carbodnica. El dendrograma mostré la formacion de cuatro grupos de
acuerdo con las relaciones filogenéticas entre los clones estudiados.
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ABSTRACT

The genetic affinity were studied between 12 Cassava clones (Manihot esculenta Crantz) after studying the isozymatical
systems: Peroxidase, Phenoloxidase and Carbonic Anhidrase. The MAT-GEN program was used for the analyzing
results. All the isozymic systems were polymorphous. The dendrogram showed the formation of four groups, according

the phylogenetic relations.
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INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo
muy versatil para economias modernas y atractivo
para productores con escasos recursos, por ser
uno de los mas eficientes en la produccion de
carbohidratos, tolerante a la baja fertilidad del
suelo, a la sequia y capaz de recuperarse de los
dafos causados por la mayoria de las plagas y
enfermedades que lo atacan (Raemarks, 1993;
Besty Henry, 1994).

Los avances que ha mostrado el cultivo de la yuca,
han permitido en los ultimos afios la aplicacién de
técnicas modernas capaces de potenciar un mayor
conocimiento de los materiales actuales. Hacia el
alcance de este objetivo, estas técnicas ofrecen
nuevas y potentes herramientas, que pueden
contribuir al mejoramiento genético de los cultivares
existentes y de nuevos obtenidos por diferentes
vias (Sasson, 1996).

Los estudios electroforéticos de diferentes
sistemas isoenzimaticos, constituyen una técnica
valida y rapida para la deteccion de la variabilidad
genética, ya que son marcadores de expresion que
no estan sujetos a una marcada influencia
ambiental y permiten distinguir los genotipos y
establecer las relaciones filogenéticas entre ellos
(Gonzalez, 2002).

En Cuba, se conserva la coleccion de yuca en el
Instituto de Investigaciones en Viandas Tropicales
de Villa Clara la cual constituye el tercer banco
de germoplasma de América con 440 accesiones,
la mayoria autéctonas con una gran variabilidad
fenotipica; el 60.64% presenta raices sabrosas al
paladar, el 90.83% bajo contenido de fibras y el
60.91% son de pulpa suave a medianamente dura
(Milian et al., 2000).

Es por ello que, el objetivo de este trabajo fue
determinar las afinidades genéticas entre
diferentes clones de yuca de importancia
econdémica para Cuba, mediante el empleo de
marcadores isoenzimaticos.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron los clones comerciales: ‘Senorita’
(1), ‘CMC-40’ (2), ‘CEMSA 74-725’ (3) y ‘CEMSA
74-6329’ (4), los clones promisorios ‘INIVIT Y-93-
1°(5), ‘INIVIT Y-93-4’ (6), INIVIT Y-93-7' (7), ‘INIVIT
Y-93-8’ (8) e ‘INIVIT Y-93-12’ (9) y los clones de
avanzada ‘INIVIT Y-98-1" (10), ‘INIVIT Y-98-2' (11)
e ‘INIVIT Y-98-3’ (12), provenientes de estacas de
cultivo tradicional del banco de germoplasma del
Instituto Nacional de Investigaciones de Viandas
Tropicales (INIVIT), Santo Domingo, Villa Clara. Los
mismos fueron cultivados en condiciones
homogéneas de suelo, iluminacion, temperatura y
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humedad. Los analisis electroforéticos se
realizaron en gel de poliacrilamida (PAGE),
empleando un gel de separacion del 10% y un
sistema de buffer discontinuos, para los sistemas

isoenzimaticos Peroxidasas, Polifenoloxidasas y
Anhidrasa Carbonica (Tabla 1), utilizando extractos
foliares a partir de 5 g de brotes jovenes (Gonzalez et
al., 2002a).

Tabla 1. Sistemas isoenzimaticos utilizados para el estudio de la variabilidad genética en diferentes clones

de yuca y métodos de tincién empleados.

Sistemas Isoenzimaticos

Nomenclatura

Método de tincion

Peroxidasas Px
Polifenoloxidasas PPO
Anhidrasa Carbonica Ac

Iglesias et al., 1974
Guedes y Rodriguez, 1974
Brewer y Singh, 1971

Los resultados electroforéticos en base a los
patrones de bandas para los tres sistemas
isoenzimaticos, fueron procesados mediante el
paquete de programas MAT-GEN (Sigarroa y
Cornide, 1995) y el anélisis de conglomerados a
partir de una matriz de Jaccard (Linares, 1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el sistema Polifenoloxidasas (PPO), se
presentaron un total de seis bandas pertenecientes
a tres loci. El locus PPO, fue el unico
monomorfico. Dentro del locus PPO, carecieron de
la banda de mayor migracion andédica, los clones
CMC-40, INIVIT Y 93-4 e INIVIT Y 93-12. Sin
embargo, dentro de PPO,, no se observo en el
clon Sefiorita la banda de mayor migracion y en el
clon CMC-40 la banda de menor migracion. En el
resto de los clones se apreciaron las dos bandas
de este locus (Fig.1A).

Las funciones de las Polifenoloxidasas en las
plantas no han sido determinadas respecto a su
gran distribuciéon, por lo que proponen
hipotéticamente que participen en la defensa,
biosintesis de los fenilpropanoides, regulacion del
oxigeno plastidico y en el transporte de electrones.
La accion catalitica de estas enzimas esta ligada
al oscurecimiento y pérdida de sabor en los alimentos
derivados de los vegetales y frutas en almacenamiento
y resultan en pérdida de su valor nutricional.

En el sistema Peroxidasas (Px), aparecieron un
total de 10 bandas agrupadas en cinco loci. El
locus Px, presenté dos bandas, que no se
encontraron en los clones ‘Senorita’, ‘INIVIT Y-98-1
e ‘INIVIT Y-98-3. En el locus Px, se presenté una
situacion similar, ya que se observaron dos bandas
y no estuvieron presentes en los clones ‘INIVIT Y-
98-1"e ‘INIVIT Y-98-3’, la de menor migracion. Los
demas loci resultaron monomarficos y presentaron
también dos bandas cada uno (Fig.2B).

Las isoenzimas Peroxidasas juegan un rol
importante en las plantas en los procesos
fotosintéticos, asociados a los mecanismos de

resistencia al estrés, danos y al ataque de agentes
potégenos (Reuveni, 1995), este sistema presenta
gran estabilidad en su expresién enzimatica, por
lo que se recomiendan para estudios de
desarrollo en las plantas, asi como en la
identificacion de hibridos y cultivares (Stattmann
y Wenzel, 1994).

El sistema isoenzimatico Anhidrasa Carbdnica
(Ac), mostrd un total de siete bandas agrupadas
en cuatro loci, dos de ellos monomorficos. El locus
Ac, posee una banda que solamente estuvo
presente en los clones Sefiorita e INIVIT Y-98-2.
Dentro del locus Ac, se observaron dos bandas
con marcado polimorfismo, ya que los clones
Seforita,’ INIVIT Y-93-12" , ‘INIVIT Y-98-1" e ‘INIVIT
Y-98-3’ carecieron de las dos bandas; el clon
‘CEMSA 74-6329 sin embargo, no mostré lo banda
de mayor migracién anddica y los clones ‘INIVIT
Y-93-4’ e ‘INIVIT Y-93-7’ de la de menor migracion
(Fig. 3C).

Analisis similares han sido realizados por
Gonzalez et al. (2002a) en tres clones de yuca
propagados por diferentes métodos de cultivo, en
la que se obtuvo un marcado polimorfismo para el
sistemas Peroxidasas; sin embargo, los sistemas
Polifenoloxidasas y Anhidrasa Carbdnica
resultaros ser monomorficos.

Estudios realizados por otros autores en bancos de
germoplasma de diferentes cultivos, coincidieron en
plantear que existe polimorfismo para los sistemas
Peroxidasas y Polifenoloxidasas, como por ejemplo
en clones del banco de germoplasma de yuca en
Cuba (Milian et al., 2000); en diecinueve accesiones
de arroz (Oriza sativa, L.) (Gonzélez et al., 2001);
en veinte cultivares de aguacate (Persea
americana, Mill.) (Gonzélez et al., 2002b), en el
banco de germoplasma de Colocasia esculenta,
L. Schot en Cuba (Rodriguez-Manzano et al.,
2001). También se demostrd la utilidad en los
analisis electroforéticos de isoenzimas y de
proteinas totales en la deteccién de duplicados
en la coleccion de yuca del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT, 1998).
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Figura 1. Zimogramas de polifenoloxidasas (A), Peroxidasas (B) y Anhidrasas carboénicas (C) para diferentes clones
de yuca, Sefiorita’ (1), ‘CMC-40’ (2), ‘CEMSA 74-725’ (3) y ‘CEMSA 74-6329’ (4), los clones promisorios ‘INIVIT Y-93-
17(5), ‘INIVIT Y-93-4’ (6), INIVIT Y-93-7' (7), ‘INIVIT Y-93-8’ (8) e ‘INIVIT Y-93-12’ (9) y los clones de avanzada ‘INIVIT Y-

98-1'(10), “INIVIT Y-08-2' (11) e ‘INIVIT Y-98-3' (12).
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Roman et al. (2003), obtuvieron polimorfismo
para estos sistemas incluyendo, ademas; la
Anhidrasa Carbonica en el estudio de diferentes
marcadores de variabilidad genética en el género
Musa, lo que fue de gran utilidad en la
separacion de grupos dentro del género. Por el
contrario, estudios realizados por Pinares et al.
(2001) en dieciséis accesiones del banco de
germoplasma de Clitoria ternatea, L., el sistema
Peroxidasas y Polifenoloxidasas resultaron ser
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monomorficos y Anhidrasa Carbénica poco
polimorfica.

El dendrograma obtenido con estos resultados
(Fig. 2), muestra la formacién de cuatro grupos
(I, I, 1My IV). Los clones ‘Seforita’ (1) y ‘CMC-
40’ (2) de alto rendimiento y excelentes
propiedades culinarias, se ubicaron solos en los
grupos | y lll; debido a sus diferencias genéticas
con respecto al resto del material vegetal.
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Figura 2. Dendrograma obtenido a partir del analisis de conglomerados (Cluster) con el indice de Jaccard

para los sistemas isoenzimaticos. Peroxidasas,
clones de yuca.

En el grupo Il aparecieron los clones ‘INIVIT Y-98-
1’ (10) e ‘INIVIT Y-98-3’ (12), los cuales se
consideran de avanzada por sus caracteristicas
morfoagrondémicas y poseen idénticos zimogramas
para los tres sistemas isoenzimaticos.

El resto de los clones, ubicados en el grupo |V,
correspondieron a los promisorios, comerciales y
de avanzada, con un alto grado de afinidad
genética entre ellos.

Por el analisis de los zimogramas es posible la
existencia de duplicados, que son los
pertenecientes a los clones ‘INIVIT Y-98-1" e ‘INIVIT
Y-98-3’y los clones ‘CEMSA 74-725' (3), INIVIT Y-
93-1"e INIVIT Y-93-8', con una total coincidencia
de los zimotipos en los tres sistemas analizados,
por lo que se sugiere ampliar el numero de

Polifenoloxidasas, y Anhidrasas carbdnicas en diferentes

sistemas isoenzimaticos estudiados y si es
necesario realizar estudios de marcadores de DNA.

Los resultados obtenidos en este trabajo, son de
gran importancia en los programas de investigacion
relacionados con el mejoramiento genético en
especies de plantas de interés econdmico, ya que
evidencia la utilizacion de marcadores genéticos
que puedan ser usados para ayudar en la seleccién
y permitan identificar los genotipos. La
caracterizacion de plantas sobre la base de las
variaciones electroforéticas de las isoenzimas,
constituye una poderosa técnica para separar y
clasificar los genotipos en muchas especies
(Gonzalez, 2002).

La novedad del presente trabajo radica en que por
primera vez en Cuba se analiza la variabilidad



genética de clones de yuca representativos del
banco de germoplasma cubano , mediante el
empleo de técnicas de electroforesis, lo cual
permitié formar grupos de afinidad en la especie
Manihot esculenta Crantz. Estos resultados han
confirmado lo descrito por otros autores citados
anteriormente en relacion con la utilizacion de
marcadores isoenzimaticos en el estudio de las
afinidades genéticas en las diferentes accesiones
en los bancos de germoplasma de diferentes
cultivos.
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