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ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MOLECULAR DE UNA COLECCION
PERUANA DE Smallanthus sonchifolius (Peepp & Endl) H. Robinson “YACON”

MOLECULAR VARIABILITY ANALYSIS OF A PERUVIAN Smallanthus sonchifolius
(Poepp & Endl) H. Robinsen “YACON” COLLECTION

Roberto C. Mansilla S.!, César Lopez B.!, Raul Blas S.!, Julio Chia W.! yl. Baudoin®

Resumen

El yacon es un cultivo de origen andino caracterizado por almacenar principalmente
fructooligosacéridos en sus raices; sin embargo, no se conoce aun cuanta diversidad genética a
nivel molecular existe en la especie. En el presente estudio se caracterizé 30 accesiones de yacones
cultivados provenientes del norte, centro y sur del Pert mediante la técnica de RAPDs, utilizando
34 iniciadores decaméricos; con los cuales se muestrearon 166 fragmentos gendmicos, de las
cuales el 30.7% fueron polimorficos. Al 0.58 de similitud se formaron 7 grupos de yacones. El
primero de ellos con 22 accesiones agrupa a todas las provenientes del norte y del sur, y algunas del
centro, los grupos restantes solamente contienen accesiones del centro. No se logrd encontrar
material duplicado y la mayor diversidad estuvo concentrada en las accesiones provenientes del
centro del Pera. E1 AMOVA reportd un 21.14% de variacion genética explicada por el componente
interregional y la mayor variabilidad estuvo concentrada entre las accesiones de cada region
(78.86%).
Palabras clave: yacOn, germoplasma, marcador molecular, RAPD, diversidad, raiz andina,
Smallanthus sonchifolius

Abstract

Yacon is an Andean origin crop, characterized by the storage of mainly fructooligosaccharides
in its roots. In spite of advancements in yacon morphological characterizations, the genetic
diversity of the crop in molecular terms is still unknown. In the present study 30 cultivated
accessions from the northern, center and southern regions of Peru were characterized by RAPDs.
With 34 decameric primers 166 bands were generated, of which 30.7% were polymorphic. An
index of similarity of 0.58 was chosen and 7 well differentiated subgroups or clusters were formed.
The first cluster groups 22 accessions from the northern and southern regions with some from the
center. The remaining clusters contain exclusively center region accessions. Duplicated individuals
were not found and the greatest diversity was found in the center region of Peru. AMOVA reported
21.14% of variation explained by the among regions component and higher variability was
concentrated among the accessions of each region (78.86%).
Key words: yacon, germplasm, molecular marker, RAPD, diversity, andean root, Smallanthus
sonchifolius

Introduccién La escasa informacion de la biologia reproductiva

El “Yacon” es una planta con raices reservantes;
cultivada en la zona andina desde épocas
prehispanicas y consumida habitualmente en forma
cruda, como fruta en las zonas rurales, (Herman et al.,
1997). Se extiende desde Venezuela hasta el noreste
de Argentina; ademas, en la actualidad se encuentra en
algunos paises tales como Nueva Zelanda, Japon,
Corea, Brasil, Republica Checa, China, Estado
Unidos, Paraguay, Taiwan (Seminario et al., 2003).

El Yacon en sus raices almacena diferentes
carbohidratos como fructosa, glucosa y principalmente
oligosacaridos de bajo grado de polimerizacion
(mayormente de 3 a 10 oligofructanos), trazas de
almidoén e inulina. Los fructooligosacaridos pueden
llegar a representar el 67% de materia en la raiz
(Asami, 1990).

indica que predomina la propagacion clonal; mientras
que a nivel de la reproduccion sexual se reporta
reducida produccion de flores y baja viabilidad de
semillas (Grau & Rea, 1997). En cuanto a la estructura
cromosoOmica este cultivo seria octoploide (6A + 2B
con 2n = 58), probablemente resultado del cruce
interespecifico entre el S. macroscyphus y el S.
riparius (Ishike et al., 1997).

A través de la historia el cultivo del yacén ha
permanecido restringido al campesinado, lograndose
avances en el proceso de domesticacion en algunas
zonas andinas (Rea, 1998). Sin embargo, en los
ultimos afios se ha venido incrementando el consumo,
probablemente debido a la difusion de las propiedades
antidiabéticas que tradicionalmente se la ha atribuido;
lo que le ha permitido la salida de las fronteras
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andinas hacia otras latitudes. Asi mismo, debido al
incremento de las areas de cultivo, se hace necesario
identificar y estudiar diversos caracteres y estrategias
de mejora que permitan encontrar genotipos
adecuados para la industria alimentaria. El proceso de
mejora requiere de evaluar e identificar la variabilidad
genotipica y fenotipica; es por ello que en relacion a la
variacion fenotipica, se han identificado 9 morfotipos
de yacon en la coleccion del Instituto Nacional de
Investigacion Agraria (INIA), 10 en la del Centro
Internacional de la Papa (CIP), 8 en la Universidad de
Cajamarca y 8 en la Universidad del Cusco (Arbizu
1999, comunicacion personal). En el presente estudio
nuestro objetivo fue analizar la diversidad genética a

nivel molecular mediante marcadores Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPDs) en una
coleccion de  germoplasma como  modelo
aproximativo para colecciones mas grandes;

considerando que esta técnica se ha empleado para
estudiar la diversidad genética, la elaboracion de
mapas de ligamento entre otros, para diversas
especies, asi lo indican Bruford et al. (1998) y Ferreira
et al. (1998).

Materiales y Métodos
Material Vegetal

Se emplearon 30 accesiones de yacon mantenidos
en el banco de germoplasma del CIP, provenientes de
diferentes departamentos del Pert, expresadas en 3
zonas geograficas: norte, centro y sur (Tabla 1 y
Figura 1).

Aislamiento del ADN

El ADN fue extraido de hojas jovenes (tejido
fresco), colectado en el invernadero del CIP. El
protocolo de extraccion consistid en una modificacion
del método cetil- trimethylammonium bromide
(CTAB) de Doyle & Doyle (1990). La concentracion
y pureza del ADN se determind mediante
espectrofotometria (Maniatis et al., 1984).

Analisis RAPD

La metodologia se basdé en los reportes de
Williams (1989) y Williams et al.(1990). Para ello se
utilizaron 34 iniciadores decaméricos aleatorios,
adquiridos de Operon Technologies (Alameda, CA).
La amplificacion Polymerase Chain Reaction (PCR),
se realizd en 15 ul de volumen de reaccion, y se
optimizé usando el perfil de amplificacion mas
adecuado en un termociclador Perkin Elmer modelo
9700.

Los productos de la reaccion fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 2%, utilizando
solucion tampon NEB (Tris 1M, EDTA 10mM vy
Acetato de Sodio 125mM) pH 8.1. Los fragmentos de
ADN fueron visualizados por tincion con bromuro de
etidio (0.5ug/ul) por 40 minutos.
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Entrada de yacond

Figura 1: Ubicacion en el mapa del Pert de las 30
accesiones de yacon utilizadas en la caracterizacion.
En el circulo superior accesiones provenientes del
norte, luego accesiones provenientes del centro y en el
circulo inferior accesiones provenientes del sur.

Tabla 1: Relacion de accesiones de yacon utilizadas
en la caracterizacion

Nro. De Nro. de Departamentp de Zona
Orden Colecta procedencia

1 P-13-85 Apurimac Sur

2 DPA-007 Huéanuco y Pasco Centro
3 ARB-5027 Lima Centro
4 ARB-5537 Junin Centro
5 AME-5186 Ancash Centro
6 AMM-5150 Ancash Centro
7 AJC 5189 Cajamarca Norte
8 SAL-005 Cajamarca Norte
9 SAL-136 Cajamarca Norte
10 DPA-003 Huénuco y Pasco Centro
11 AMM-5164 Ancash Centro
12 DPA-008 Huéanuco y Pasco Centro
13 DPA-002 Huanuco y Pasco Centro
14 P-11-84 Cajamarca Norte
15 AMM-5135 Ancash Centro
16 ARB-5125 Cajamarca Norte
17 MH-819 Cusco Sur
18 ARB-5074 Cajamarca Norte
19 AME-5187 Ancash Centro
20 DPA-001 Huanuco y Pasco Centro
21 ARB-5563 Junin Centro
22 DPA-009 Huéanuco y Pasco Centro
23 DPA-011 Huéanuco y Pasco Centro
24 AMM-5163 Ancash Centro
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25 ARB-5184 Ayacucho Sur

26 ACW-5076 Cajamarca Norte
27 DPA-005 Huéanuco y Pasco Centro
28 AKW-5075 Cajamarca Norte
29 DPA-010 Huénuco y Pasco Centro
30 ARB-5382 Cajamarca Norte

Analisis de los datos

Para la eleccion de los iniciadores por su
capacidad de reportar polimorfismo, se determiné el
indice del iniciador, definido como: ¥ (1 — pi® — q),
donde p; y q; son las frecuencias de presencias o
ausencias de las bandas producidas por el iniciador.

Las accesiones de yacones peruanos fueron
agrupadas en 3 regiones, en accesiones/region y todas
las accesiones a la vez. Los marcadores RAPDs
polimoérficos fueron escoriados como presencia (1),
ausencia (0) y datos dudosos (9). Con esta matriz
basica de datos, se construyd la matriz de similitud
utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard,
citado por Crisci et al. (1983), que permite estimar el
nivel de semejanza genética a través de su ADN; y
finalmente el andlisis de agrupamiento (Cluster
analysis) para conocer la estructura poblacional de la
coleccion, mediante la técnica de ligamento medio o
Unweighted Pair Group with Arithmetic Average
(UPGMA), para ello se utilizdé el programa NTSYS
pc2.1 (Rohlf, 2000), Se ha estimado la varianza de los

componentes intrarregionales e interregionales
mediante el andlisis molecular de variancia
(AMOVA).
Resultados

En el Tabla 2 se muestran las diferentes
concentraciones de  MgCl,,  oligonucle6tidos

iniciadores, nucleétidos trifosfatados, enzima ADN
taq polimerasa y de ADN genomico de yacon que se
probaron para la estandarizacion de componentes de
PCR. Se obtuvieron mejores resultados con la
combinacion 3.5 mM de MgCl,, IuM de
oligonucleotido iniciador, 0.25mM de cada nucleétido
trifosfatado y 0.5 Unidades de ADN Taq polimerasa y
26.7 ng de ADN en 15 pl de volumen de reaccion. Se
probaron diferentes perfiles de amplificacion,
obteniéndose mejores resultados y al menor tiempo de
amplificacion con el perfil consistente en: 1 ciclo a
94°C por 2 minutos, luego de 3 ciclos de 94°C por 15
segundos, 35°C por 15 segundos y 72°C por 75
segundos; seguido de 40 ciclos de 94° por 15
segundos, 40° por 15 segundos y 72° por 75 segundos;
y finalmente de 1 ciclo de 72° por 2 minutos y 4° hasta
sacar las muestras del termociclador.

Tabla 2. Diferentes concentraciones de los
componentes de la mezcla de reaccion empleados en
la optimizacion de la amplificacion.

Componentes Concentraciones usadas Optimo
Cloruro de Magnesio
(mM) 1,5,2,2,5,3,35y4,5 35
Iniciador (M) 0,5,0,75y 1 1
Nucleotidos
Trifosfatados (mM) 0.2,0,25y0,3 0,25
Taq ADN polimerasa
(Unid/reaccion) 03,0,5y0,7 0.5
ADN (ngfreaccién) 7> 13320 12&’)7’ 33,40y 6

De los 34 iniciadores empleados, 11 mostraron
polimorfismo, representando el 32.4% del total. El
tamafio de los fragmentos varid entre 402 y 2292
pares de bases (pb). En total se han generado 166
bandas y de las cuales 57 fueron confiables y
polimérficas, representando el 30.7%. La figura 2
ilustra la presencia de bandas polimorficas obtenidas
con el iniciador OPAL, el cual mostré mayor indice de
primer RAPD, mientras que OPS4 produjo el menor
valor, Tabla 3.

0 MW MB BT

Figura 2: Patron de marcadores RAPD con el
iniciador OPA- 01 de las 27 primeras accesiones de
yacon de acuerdo a la Tabla 1. Las flechas estan
indicando las bandas polimorficas, M es el marcador
de peso molecular (ADN del fago A cortado con Pstl)

Tabla 3. Iniciadores decaméricos RAPDs que
mostraron polimorfismo.

Indice
INICIADORES ~ Secuencia Badas de
polimoérficas  primer
RAPD
OPA1 CAGGCCCTTC 6 2.0264
OPA2 TGCCGAGCTG 3 1.2124
OPA8 GTCCACACGG 4 1.545
OPA9 GGGTAACGCC 5 1.563
OPB2 TGATCCCTGG 5 2.239
OPB7 GGTGACGCAG 5 1.553
OPB8 GTCCACACGG 9 1.612
OPB18 CCACAGCAGT 7 1.552
OPB20 GGACCCTTAC 4 1.367
OPR2 CACAGCTGCC 6 1.568
OPS4 CACCCCCTTG 3 0.93
TOTAL 57
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Del analisis de agrupamiento que se aprecia en la
figura 3 (en apéndice), no se registran grupos con
similitud 1 por lo que esa coleccion aparentemente no
contendria material duplicado. A 0.58 de nivel de
similitud se forman 7 grupos de yacones bien



ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MOLECULAR DE UNA COLECCION PERUANA DE “YACON”

Diciembre 2006

diferenciados. El primero de ellos con 22 accesiones
agrupa a todas las provenientes del norte y del sur con
algunas del centro. Los grupos restantes involucran
solamente accesiones del centro.

En cuanto al AMOVA se observa variabilidad de
78.86% en el componente intrarregional y 21.47% en
el componente interregional (Tablas 4 y 5)

Tabla 4. AMOVA (p =0.01) para las poblaciones de
yacon del norte, centro y sur del Pert.

F.V. G.L S.C. CM. E.CM. Fcal Ftab
2. 2
Entre Regiones 2 188.53 9427 OO 3.17 3.35
Entre. 2
Accesiones/Reg 27 802.67 29.73 O
TOTAL 29 991.20
Tabla 5. Porcentajes de variabilidad de los
componentes en el AMOVA
Componente Variancia Y% Variacion
Accesiones o’ = 29.73 78.86
Region o= 7.97 21.14
Total o= 37.70 100.00
Discusion

De acuerdo al dendograma y a la matriz de
similitud, no se registraria material duplicado en la
coleccion de yacones del CIP, sin embargo
morfologicamente existirian solamente 10 morfotipos
en dicha coleccion (Dr. C. Arbizu 2005,
comunicacion personal). También se deduce que
habria mayor variabilidad en el material proveniente
del centro y sur, mientras que las accesiones del norte
resultan ser mas parecidos entre ellos. Esta tendencia
se ha encontrado en accesiones de yacon ecuatorianos,
donde en general habria muy poca variabilidad,
mostrando mayores diferencias el material proveniente
del sur de ese pais (Morillo, 2001). Esto llevaria a
pensar que cuanto mas al norte en los andes
disminuiria la variabilidad de las accesiones
provenientes de esas zonas, y al contrario hacia el sur
la variabilidad continuaria esa tendencia hasta el
centro y sur del Pert, y tal vez norte de Bolivia a partir
de donde disminuiria la variabilidad conforme
continua avanzandose hacia el sur, lo cual concuerda
con lo reportado por Grau & Rea (1997) y Rea (1998)
quienes sostienen que la zona donde haya mayor
diversidad de yacones es al norte de Bolivia y sur del
Peru. Esto, se deberia al mayor movimiento de pocos
materiales en el norte del Pert en comparacion al
centro y sur, donde se ha mantenido en condicion de
semicultivo y pudo tener mayor intercambio genético
con sus parientes silvestres si se tiene en cuenta que en
el Pert hay 7 de las 21 especies Smallanthus,
convirtiéndose en la zona del mayor numero de
especies de ese género.
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Debido al bajo nimero de accesiones provenientes
de cada zona con que se cuenta en la coleccion, se
complica la determinaciéon de la diversidad que
puedan hallarse en dichas zonas.

En cuanto al andlisis molecular de varianza, la
variabilidad intrarregional de 78% podria atribuirse a
la mayor contribucion que pudieron dar las diferencias
entre accesiones de las zonas centro y sur. Sin
embargo la variabilidad interregional 21.14% es de
magnitud media y puede ser explicada teniendo en
cuenta su reproduccion clonal y los problemas para la
reproduccion sexual (muy comin en las raices
andinas). Zhang er al. (1998) trabajando con Ipomoea
batatas; al igual que el yacon, una raiz reservante
andina poliploide, con accesiones provenientes de dos
regiones (Americanas y Papua Nueva Guinea), al
evaluar la diversidad genética con métodos similares a
los empleados en este trabajo obtuvo 9.4% de
variabilidad en el componente interregional.
Considerando que el yacon es un poliploide con
escasa reproduccion sexual comparada a la I. batatas,
se ha encontrado un nivel medio bajo de variabilidad
interregional en el presente trabajo. Sin embargo,
debido al estado de semicultivo el yacon ha podido
sufrir proceso de seleccion natural en cada zona
ecologica, por lo tanto es posible hallar en un menor
area genotipos que puedan ser diferentes debido a la
gran variabilidad ecologica de la region andina. Por lo
tanto en las colectas que se realicen en el futuro deben
de tenerse en cuenta esos niveles de variacion intra e
interregional.

Conclusiones

Los resultados de caracterizacion molecular de 30
accesiones de yacon, muestran que no habria
duplicacion de genotipos en la coleccion y
aparentemente habria bajos niveles de polimorfismo.
Asi mismo, la variacion interregional seria de 21.14%
mientras que la intraregional 78%, con una mayor
diversidad de yacones la region central del Pert. Esto
nos indicaria realizar futuras prospecciones en esta
parte del pais, con la finalidad de estudiar mejor la
diversidad y establecer centros de conservacion in-situ
de yacon.
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Apéndice
Figura 3: Dendograma que muestra niveles de similitud entre las accesiones del norte (en gris) del
centro y las del sur. En paréntesis los departamentos de procedencia: Anc = Ancash, Apu =
Apurimac, Aya = Ayacucho, Caj = Cajamarca, Cus = Cusco, HyC = Huanuco y Pasco, Jun = Junin
y Lim = Lima.
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