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RESUMEN

En el presente estudio caracterizo la coleccion de fiame (Dioscorea spp.) del Banco de
Germoplasma del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE). La
coleccion cuenta con aproximadamente 63 accesiones de fiame provenientes de Barbados,
Costa Rica, Estados Unidos, Guadalupe, Guatemala, Honduras, Panamd, Puerto Rico y otras
de procedencia desconocida. Su conservacion en el banco de germoplasma data de los afios 70
y 80; y su importancia consiste en la duplicacion y conservacién de sus accesiones. En la
caracterizacion morfologica se trabajo 60 caracteres definidos por el IPGRI/IITA (1997) y en
59 accesiones de Dioscorea spp. de especies Dioscorea alata, Dioscorea bulbifera,
Dioscorea cayensis, Dioscorea dumetorum, Dioscorea esculenta, Dioscorea pentaphylla,
Dioscorea sp. y Dioscorea trifida con cinco plantas por accidn en el ensayo. Se utilizaron s6lo
60 descriptores (IPGRI 1997) para evaluar 23 caracteristicas cuantitativas y 37 cualitativas de
caracteristicas de desarrollo vegetativo de tallo, hojas, floracion, fruto, tubérculos aéreos y
subterrdneos. Con estos descriptores se definieron 6 grupos de accesiones por las
caracteristicas cuantitativas mediante un conglomerado jerarquico, utilizando el método de
Ward y la distancia Euclidea, obteniendo como resultado que estos grupos son
estadisticamente diferentes (MANOVA, p<0.0001; gDGC multivariado, p<0.05). De las 23
caracteristicas solo 10 fueron més discriminantes, estas son: dias de brote, longitud del tallo
joven, numero de entrenudos del tallo joven, nimero de tallos maduros por planta, nimero de
entrenudos hasta la primera ramificacion, nimero de ramificaciones en el tallo maduro,
diametro del tallo maduro, longitud de los entrenudos en el tallo maduro, nimero de hojas
jévenes y numero de entrenudos hasta las hojas totalmente abiertas. En la caracterizacion
molecular se evaluaron 46 accesiones con la técnica molecular de AFLP y 6 combinaciones de
enzima/primer. El analisis molecular no permitid la separacion de las accesiones de la
coleccion por especies, quizas por la poca cantidad de combinaciones estudiadas Solo el
Grupo 3 en el conglomerado con el método de Ward y la distancia calculada con la similitud
de Gower, para los datos combinados presenta las accesiones D. alata provenientes de
PuertoRico.

Palabras claves: AFLP, Caracterizacion morfoldgica, Caracterizacion molecular,

Conservacion de germoplasma, Dioscorea spp.
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SUMMARY

In the present study, we characterized the collection of yam (Dioscorea spp.) from Germplasm
Bank of Tropical Agricultural Research and Higher Education (CATIE). The collection has
approximately 63 accessions of yam from Barbados, Costa Rica, USA, Guadeloupe,
Guatemala, Honduras, Panama, Puerto Rico and others of unknown origin. Conservation in
the gene bank dated from the 70 and 80's, and its importance is due to duplication and
preservation of the accessions. The morphological characterization was done with characters
defined by IPGRI / IITA (1997) in 59 accessions (five plants each) of Dioscorea spp. species:
Dioscorea alata, Dioscorea bulbifera, Dioscorea cayensis, Dioscorea dumetorum, Dioscorea
esculenta, Dioscorea pentaphylla, Dioscorea spp. Dioscorea trifida. We used only 60
descriptors (IPGRI 1997) to evaluate 23 and 37 qualitative and quantitative characteristics of
vegetative growth characteristics of stem, leaf, flower, fruit, tubers and underground. These
descriptors defined 6 groups of accessions for the quantitative characteristics using a
hierarchical cluster, with Ward method and Euclidean distance. The groups were statistically
different (MANOVA, P <0.0001; multivariate gDGC, p <0.05) . The more discriminating,
descriptors were days of the outbreak, young stem length, number of internodes of the young
stem, number of mature stems per plant, number of internodes to first branch, number of
branches on the ripe stem, mature stem diameter, length of internodes in the mature stem, leaf
number and number of internodes young leaves to fully open. The molecular characterization
was made over 46 accessions with AFLP molecular technique and 6 combinations of
enzyme/primer. Molecular analysis did not allow separation of the accessions of the collection
by species, perhaps by the small number of combinations studied. Only in one group the
cluster with the Ward method join the accession of D. alata from Puerto Rico.

Keywords: AFLP, morphological characterization, molecular characterization, Germoplasm

conservation, Dioscorea spp.
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1 INTRODUCCION

Los cultivos de raices y tubérculos desempefiaran una funcion mdltiple en la
alimentacion del mundo en desarrollo durante las proximas decadas. Para el 2020, méas de 2
mil millones de personas de Asia, Africay América Latina dependeran de estos cultivos como
fuentes de alimentos, forraje o ingresos en efectivo. Mientras; que la adaptacion a ecologias
marginales, su contribucion a la seguridad alimentaria familiar y su gran flexibilidad en los
sistemas agricolas mixtos, los convertirdn en un componente importante de las estrategias para
ayudar a mejorar el bienestar de los pequefios agricultores. En los hogares rurales, dicha
contribucion reside en su capacidad de producir mas energia digerible por hectarea por dia,
que cualquier otro producto basico, y en su capacidad de seguir produciendo en condiciones

donde otros cultivos fracasan (CIP 1999).

El fiame (Dioscorea spp.) junto a otras raices y tubérculos, son productos de
exportacion hacia muchos paises. Nigeria, Ghana, Costa de Marfil y otros paises africanos
concentran alrededor de un 96% de la produccion mundial del fiame (Interletras 2011).

Los paises americanos que mas destacan en la produccion de fiame son: Brasil,
Colombia, Costa Rica, Panama y Jamaica. El departamento del Comercio de Estados Unidos
indico que import6 en enero de 2011 un total de 2,332 toneladas de fiame (SIIM/CNP 2011;
Interletras 2011).

La gran demanda de flame y otros productos tropicales se deben a migraciones
significativas de hispano-americanos y asiaticos del tercer mundo a Norteamérica y Europa.
Se puede observar que para algunos consumidores del primer mundo es importante enriquecer
sus dietas con mas fibras y menos grasas; mientras que otros, lo hacen para no perder
costumbres ancestrales de sus lugares de origen. Todos estos cambios definen una oportunidad
y un desafio para los productores e investigadores tropicales de raices y tubérculos (Rodriguez
1994).

Actualmente, agricultores, comerciantes e investigadores buscan satisfacer las
demandas del mercado ofreciendo los mejores productos a los paises exportadores. Para esto,
es importante conservar los materiales especificos de gran valor, mejorar la calidad y

rendimientos de los productos en los lugares de origen, con el fin de cumplir con las demandas
1



de los paises importadores. Es posible que con investigaciones realizadas se hayan
desarrollado alternativas de conservacion in situ y ex situ, como los jardines botanicos y los
bancos de germoplasma, en centros de origen o centros de diversidad para mantener el

germoplasma bajo las condiciones culturales de manejos propios del lugar de origen.

La finalidad de los bancos de germoplasma; actualmente existentes es la conservacion
de semillas, polen, clones y cultivos in vitro a mediano y largo plazo de cultivos de
importancia econdmica, alimenticia, y medicinal en 6ptimas condiciones de almacenamiento.
Entre sus principales actividades estan la conservacion en bancos de semilla, bancos de polen,

bancos de clones y bancos de conservacion in vitro existentes.

El Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) promueve hoy
dia, la conservacion, caracterizacion y utilizacion del germoplasma, poniéndolo a disposicion
para el beneficio de los agricultores en su region de mandato (América Latina y el Caribe) y
fuera de ella. Las colecciones de campo en el CATIE con su sede en Turrialba, Costa Rica,
incluyen un total de 11,409 accesiones. Entre ellas tiene 6,658 accesiones de semillas
ortodoxas conservadas en camaras frias, y 4751 de semillas recalcitrantes conservadas en
campo. Entre los cultivos conservados considerados altamente prioritarios en la conservacién
a nivel regional (América Central, Norte y Sur), podemos mencionar el café (Coffea spp.),
cacao (Theobroma & Herrania spp.), chile (Capsicum spp.), y tomate (Solanum spp.), entre
otras. Para Mayo de 2004, el CATIE puso sus colecciones de germoplasma bajo el auspicio de
la FAO (Ebert et &l. 2007).

El banco de germoplasma del CATIE, conserva en su coleccion por lo menos unas 63
accesiones de fiame provenientes de paises como: Barbados, Costa Rica, Estados Unidos,
Guadalupe, Guatemala, Honduras, Panama, Puerto Rico y otras de procedencia desconocida.
Estas accesiones fueron recolectadas en un periodo comprendido entre los afios 1977 a 1982, y
su importancia consiste en la duplicacion y conservacion de sus accesiones. Actualmente; este
banco de germoplasma cuenta con una coleccién Unica de estas accesiones en la region y por
su importancia para la seguridad alimentaria y los programas de mejoramiento genético, se
requiere un estudio que permita caracterizarlas no solo morfolégicamente, sino también por

sus caracteristicas moleculares.



Para conservar el germoplasma se requiere de una serie de recopilacion de informacion
conocida como datos de pasaporte, y que es la informacion minima en estos casos. El uso de
estos materiales vegetativos conservados requiere de la ampliacion de informacién o nociones
sobre cada uno; por ello, se hacen caracterizaciones morfoldgicas que describen cada accesion

o material del banco de germoplasma.

Una caracterizacién morfologica se basa en el uso de guias elaboradas previamente por
instituciones de vanguardia dedicadas a la investigacion en cultivos definidos. Los
descriptores utilizados en las caracterizaciones morfologicas deben ser practicos y de
precision, para determinar a simple vista los aspectos cualitativos y cuantitativos relevantes
que deben ser evaluados por el responsable en los procesos de multiplicacion y regeneracién

de las accesiones.

Asi como la caracterizacion morfolégica cumple con una serie de normas establecidas,
la caracterizacion molecular cumple con una serie de técnicas y protocolos establecidos por
investigadores expertos en el uso de herramientas como los marcadores moleculares. Dichas
técnicas permiten entre algunas cosas, construir mapas de ligamiento genético cada vez mas
completos y precisos, en donde se puede identificar posiciones en los cromosomas que estan
relacionadas con caracteristicas de importancia agronomica; ya sea, mono o poligénicas, como
es la resistencia a enfermedades, la produccion, la calidad, etc. Esto permite en etapas
posteriores, la seleccion precoz de organismos Y la ubicacion y seleccion de genes de interés
(Phillips 1998).

Los marcadores moleculares son una variacion con respecto al estudio de estrategias
clasicas. Las metodologias que requiere son aplicadas a cualquier gen o producto genéticos;
por lo que el grado de la variacion que se dé, va a depender de las mutaciones que se presenten

en la parte del genoma que se investigue

Es asi, que por la necesidad de conocer y diferenciar mejor las accesiones conservadas
en esta coleccion, se propuso el presente trabajo con el fin de caracterizar (morfolégica y
molecular) las accesiones de Dioscorea spp. presentes en la coleccion del CATIE. Esto
permitié determinar si existia o no duplicidad de las accesiones en estudio; al mismo tiempo

que permitié hacer una caracterizacion morfoldgica y genotipica segln sus caracteristicas. De



igual manera, se conocio el tipo y disponibilidad de materiales con importancia para
investigaciones futuras, por ejemplo, con resistencia a enfermedades. Los resultados
alcanzados significan un paso de avance en el fortalecimiento del banco de datos; asi como

para contar con un posible depositario de la réplica de estas accesiones en la region.

1.1 Objetivo del estudio

1.1.1 Objetivo general

Caracterizar fenotipica y genotipicamente la variabilidad existente en los genotipos de
Dioscorea spp. conservados en el Banco de Germoplasma del Centro Agronémico Tropical de

Investigacion y Ensefianza (CATIE).

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar el grado de variabilidad morfoldgica y molecular de las accesiones de

Dioscorea spp. en estudio y caracterizar morfologica y molecularmente las accesiones.

e Clasificar los genotipos en funcion de las caracteristicas morfoldgicas, genotipicas y en
mezclas conjuntamente.

e Determinar el grado de concordancia entre la informacion morfoldgica y la genotipica.

1.2 Hipotesis del estudio

e Los descriptores morfoldgicos permitiran separar en grupos algunas de las accesiones
de Dioscorea spp.

e Latécnica molecular de AFLP es efectiva para la diferenciacion genética entre los
genotipos dentro de las accesiones de Dioscorea spp. bajo estudio

e Existe diferencia morfologica y molecular entre las accesiones de Dioscorea spp. bajo
estudio.

e Existe concordancia entre grupos formados a partir de datos morfologicos y

moleculares.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo de fiame (Dioscorea spp.)

2.1.1 Origen

El género Dioscorea comprende méas de 600 especies distribuidas en su totalidad en la
zona himeda intertropical; y es conocido con los nombres de Name, Yam, Cara, Batata
Amarilla, Cabeza de Negro, Igname, Nangate, Ifiame, etc. (Agroconocimiento 1977). Debido
a que su domesticacion ha ocurrido independientemente en Asia, Africa y América, existen
tres fuentes de origen para las seis especies principales de fiame comestibles: D. trifida de la
cuenca amazonica en América del Sur; el complejo D. cayenensis-rotundata y D. dumetorum
en Africa Occidental; D. alata y D. esculenta en el Sureste de Asia y D. bulbifera en Africa
Occidental y/o Sureste de Asia. (Montaldo 1991).

En muchos pueblos de Africa tropical, del Pacifico y las zonas del Caribe, el fiame es
parte fundamental de su dieta, siendo cultivado en gran escala (Melaurie et al. 1998, citado por
Rodriguez et al. 2009)

2.1.2 Distribucion geografica y biodiversidad genética

Coursey (1976) y Mandal (1993), citados por Gonzélez (2003) plantean que la familia
Dioscoreaceae comprende seis géneros; siendo el genero Dioscorea, el mayor. Entre las 600
especies de Dioscorea spp., se han identificado doce especies comestibles y con valor
comercial, entre las que mas destacan: Dioscorea alata, D. rotundata, D. esculenta, D.

bulbifera, y D. cayenensis, las cuales son cultivadas principalmente en Africa.

Segun Montaldo (1991) y Gonzalez (2003); a nivel mundial las especies utilizadas con

mayor importancia en la produccion para la alimentacion son:

* Dioscorea cayenensis: Rizoma solitario de 1 a 10 kg, es generalmente grueso y
ramificado. Pulpa amarilla o blanca. Se almacena mal pues tiene corto periodo de reposo.

Tallos cilindricos, espinosos, que se enrollan a la derecha. Hojas simples enteras, opuestas o



alternas, acorazonadas. Especie muy cultivada en Africa Occidental y algo en América

Tropical; sigue en importancia mundial a D. alata.

*Dioscorea alata: Originaria del Sudeste Asiatico. En la actualidad constituye la
especie mas cultivada en los tropicos. Con rizomas solitarios o agrupados de 2 a 4, redondos,
cilindricos, oblongos o de forma irregular, 0.40 a 1m. Algunos rizomas pueden llegar a pesar
20-30 kg. Presencia de tubérculos aéreos. Tallos fuertes alados sin espinas, verdes o parpuras.
La torsion de los tallos es en sentido contrario al movimiento de los punteros del reloj. Hojas

acorazonadas, simples y opuestas.

*Dioscorea esculenta: Cultivada en el Sudeste de Asia y Africa. Rizomas pequefios de
5a 15 cm de largo; la planta produce varios en forma de racimos, ovoides y buenos al paladar.
Tallos cilindricos, espinosos que se enrollan a la izquierda, y con hojas simples acorazonadas

mas pequefas que en otras especies comestibles.

*Dioscorea bulbifera: Un solo rizoma por planta, blanco y globoso y un poco
alargado, a veces amargo y no comestible. Tubérculos aéreos que suelen llegara 1 6 2 kg y
que se usan como alimento. Tallo cilindrico sin espinas, hojas simples, enteras, grandes,
alternas u opuestas. Cultivada en el Sudeste de Asia, Africa y algo en las Islas del Pacifico y

en Las Antillas.

*Dioscorea trifida: Originaria y cultivada en América Tropical y parte en el Sudeste de
Asia. Rizomas pequefios no més de 15 cm de largo, redondos o conicos. Pulpa blanca,
amarilla o parpura. Excelente calidad culinaria. Tallos cuadrangulares, alados y sin espinas;
con torsion a la izquierda y hojas palmadas profundamente lobuladas, alternas raramente

opuestas.

Las Aames comestibles més importantes pertenecen a unas pocas especies como D
rotundata Poir. (ampliamente conocida como fiame blanco de Guinea), D. alata L. (conocida
como fiame de agua, fiame alado o gran fiame), D cayenensis Lam. (flame amarillo o fiame
amarillo de Guinea; puede ser un complejo de diferentes especies), D. esculenta (Lour.)
Burkill (fiame menor, batata de China o fiame chino), D. dumetorum (Kunth) Pax (fiame
amargo o fiame trifoliado), D. bulbifera L. (flame aéreo de patata), D. trifida L.f (mapuey), D.

opposita auct. (flame canela) y D. japonica Thunb. (Dumet y Ogunsola 2008).



2.1.3 Botanica del cultivo

2.1.3.1 Taxonomia

Las dioscoreaceas (Dioscoreaceae), son una familia de plantas monocotiledoneas
largamente tropicales, mas o menos herbaceas con flores pequefias y no muy coloridas, el
ovario es infero y muchas veces con cresta o alas en el fruto. Muchas son trepadoras
reconocidas por sus hojas espiraladas, pecioladas, con pulvino en los dos extremos del
peciolo, la base de la hoja no rodea el tallo. La lamina tiene muchas venas fuertemente
longitudinales y venas secundarias transversas, o venacién finamente reticulada (Montaldo
1991).

Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA 2007) citados
por Espinoza et al. (2008), la clasificacion taxondémica del fiame es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Liliidae

Orden: Liliales

Familia: Dioscoreaceae

Género: Dioscorea L

Especies: varias

2.1.3.2 Morfologia

La planta de flame es dioica aunque pueden presentarse monoicas y existen cultivares
que no florecen. El fruto es una capsula dehiscente de uno a tres centimetros de longitud, con
dos semillas por l6bulos. Las semillas son pequefias con estructuras aladas (Jiménez y
Hernandez 2009).

Los fiames son plantas volubles de tallo aéreo anual que pueden llevar o no espinas.

Sus hojas son alternas y opuestas, largamente pecioladas. Sus tallos son alados o de seccion



transversal ovalada. En algunas especies se les forma tuberculillos aéreos en las axilas de las
hojas (Montalvo 1983).

Es una planta herbacea, escalada, monocotiledénea tropical, que parece mas bien una
dicotiledénea y forma parte de un linaje que guarda estrecha relacién con el grupo
filogenéticamente derivado que contiene a las hierbas (Mignouna et al. 2009).

Los tallos de las plantas necesitan de un tutor o soporte para su proceso de crecimiento.
La forma varia segun la especie, y los hay cuadrangulares, alados, redondos, con o sin espinas.
Usualmente las hojas son alternas y espirales, opuestas o verticiladas, simples, pero a veces
palmadamente lobadas 0 compuestas, enteras, diferenciadas en peciolo y ldmina, con venacién
palmada, las venas mayores convergiendo y conectadas por una red de venas de mayor orden
(Jiménez y Hernandez 2009).

Las flores son muy pequefias en racimos de tres sépalos y tres estambres. La floracion

es muy escasa en casi todas las especies alimenticias cultivadas (Montalvo 1983).

Los tubérculos pueden ser solitarios o en grupos. Las yemas proximales del tubérculo
producen uno o mas tallos aéreos. Las yemas laterales forman tubérculos secundarios. El peso

de los tubérculos puede ir desde los 50 hasta los 100 g (Montalvo 1983).

Tiene un sistema radicular fibroso con crecimiento horizontal y con poca penetracion,
y su desarrollo ocurre tempranamente. En las primeras seis semanas posteriores a la siembra
emergen las raices, y crecen extensivamente a través del suelo. Las raices se convierten en
organos subterraneos de reserva. Las especies de Dioscorea tienen los tubérculos de forma y
tamafio variable: cilindricos, aplanados simples o divididos. El tubérculo viejo se usa como

fuente de alimento para la planta nueva (Jiménez y Hernandez 2009).

2.1.4 Plagas y enfermedades

Las principales plagas del cultivo de fiame son: a) las hormigas arrieras (Atta sp.) que
causan defoliacion en etapas criticas del desarrollo del cultivo (germinacion y crecimiento de
las guias); b) los roedores (ratas y taltuzas), son mamiferos que excavan el suelo y se

alimentan de los tubérculos, el control se logra con el uso de trampas y cebos; y c) las babosas



que succionan jugos de las guias jovenes y tubérculos, y manchan la cascara de los tubérculos.
Se consideran una plaga de poca importancia: pero el cultivo continuo en las mismas parcelas

incrementa las poblaciones y el dafio a los tubérculos (Rojas et al. 2007).

Los principales problemas fitopatol6gicos del fiame son causados por hongos y
nematodos. La principal enfermedad del follaje es la antracnosis, causada por Colletotrichum
gloeosporoides. Ella se presenta en las hojas y tallos como pequefias manchas marrdn, que se
agrandan, seguido de un amarillamiento, secado y muerte de las hojas y tallos (Rojas et al.
2007).

Adicionalmente; se tienen otras enfermedades como: Curvularia, Cercospora,
Fusarium y Sclerotium. Los nematodos Scutellonema bradys, Pratyilenchus sp y Meloidogyne
sp, afectan principalmente los tubérculos de fiame produciendo lesiones que favorecen la

entrada de hongos (Rojas et al. 2007).

2.2 Importancia social y econdémica del iame

Los cultivos de raices y tubérculos que comprenden principalmente la papa, la yuca, el
camote y el fiame son de gran importancia a nivel mundial; ya que juegan un papel importante
en la alimentacion global y se ha dado un aumento de las tierras cultivadas. El incremento en
la demanda de estos cultivos se debe a sus altas concentraciones de carbohidratos, calorias,
minerales y proteinas, porque se busca suplir las demandas de los cereales. La principal

limitante de debe a aspectos culturales y tecnolégicos (Montaldo 1991).

Segun Mignouna et al. (2009) Dioscorea es un género comprendido por muchas
especies importantes con tubérculos comestibles como alimento y como fuentes de sustancias
bioactivas utilizadas en una amplia gama de aplicaciones. Considerado como un alimento
importante en muchas partes del mundo, especialmente en Africa Occidental y las islas del
Pacifico, esta descuidado; su importancia puede aumentar debido al cambio climatico y la

necesidad de buscar nuevas opciones en los sistemas alimenticios mundiales.

El flame es un cultivo de mucha importancia alimenticia, aunque es menos rico e
vitaminas A y C, tiende a ser mas alto en proteinas y minerales como el fosforo y potasio
(CGIAR s/f).



Para Rodriguez (1994), el fiame junto a la yuca, tiquizque, flampi y malanga no
alcanzan rendimientos optimos por encima de los mil metros sobre el nivel del mar, donde las

temperaturas promedio son inferiores a los 24°C.

Estos cultivos son consumidos y producidos por la mayoria de los pobres y pequefios
agricultores con mayor inseguridad alimentaria. Ademas son fuentes importantes de ingresos y
empleos en las areas rurales, con frecuencia marginales. Segun un escenario futuro el uso total
de raices y tubérculos en los paises en desarrollo muestra un incremento proyectado de 232
millones de toneladas a 635 millones de toneladas entre los afios 1993 y el 2020, un
incremento del 58%, del cual un 44% correspondera a la yuca, 29% a la papa y 27% al
camote y flame (Scott et al. 2000).

Segun la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, con sus siglas en
inglés) (2010) en el 2009, las raices y tubérculos (yuca, fiame, camote y una variedad de
araceas) presentaron un area cosechada de 53,666 ha y una produccion de 752,632 ton a nivel

mundial.

En el balance de alimentos de raices y tubérculos de la FAO (2010) para los afios
comprendidos entre 2005 y 2007 la produccién mundial fue de 714,339 ton; 45,204 ton en
exportaciones; 49,866 ton en importaciones; 308,021 ton para otros usos y para suministro de
alimentos 410,981 ton.

El analisis de mercado de fiame del Sistema de Informacién e Inteligencia de Mercado
y el Consejo Nacional de Produccién (SIIM/CNP) (2009), coloca a Jamaica como el mayor
proveedor de fiame con 45.22% seguido por Costa Rica (44.10%), Colombia (9.35%) y
Panama con el 0.99%, Republica Dominicana (0.66%) y Nicaragua con el 0.25%. Ademas,
podemos sefialar que Costa Rica exportd a 12 paises este cultivo, teniendo como principal
destino Estados Unidos con 44.25% del total (4,484 toneladas), por un valor de US$ 4.05
millones seguido por Puerto Rico que recibid el 29.83% (3,279 toneladas) del volumen total
exportado y US$ 2.88 millones (30.65% del valor) y Panama, importé 943 toneladas (8.58%)
por un valor de US$ 814,662 (8.65%).
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2.3 Proyecciones a futuro en el mejoramiento genético de Dioscorea sp.

Actualmente, la biotecnologia ha utilizado herramientas como: analisis bioquimicos,
isoenzimaticos, morfologicos, moleculares y citologicos; sin embargo, pueden existir especies
con pocas diferencias a nivel bioquimico y/o morfoldgico, lo que dificulta la clasificacion
taxondmica para realizar el estudio diferencial de estas especies y requieren entonces de un

estudio citogenético completo (Espinoza et al. 2008).

Segun Acosta (1980), Naranjo y Poggio (2004), (Scarcelli et al. 2005) citado por
L6pez Pérez (1999), en un estudio cromosémico del flame se podria afirmar que el andlisis del
cariotipo en cuanto a caracteristicas estructurales y cuantitativas es importante en
investigaciones taxonomicas y evolutivas; puesto que los cromosomas no son un sistema
estatico, sino que estan en constante cambio como resultado del proceso de evolucion. Esta
variacion se expresa en caracteristicas como: nuamero, forma y tamafio y hace frecuente y
normal la existencia de variacion cariotipica interespecifica. Es asi, como el nUmero basico de
cromosomas para Dioscorea x = 10, D. alata presenta un nimero somatico de 40 y en algunos
casos 81 cromosomas, D. cayenensis alrededor de 140 cromosomas, y para D. bulbifera 80
cromosomas; sin embargo, la especie Dioscorea rotundata ha sido considerada como diploide
2n = 40. Por otro lado, aunque menos frecuente, también puede existir variacion cariotipica
intraespecifica manifestada como politipismo o polimorfismo cromosémico; por ejemplo se
reporta para D. trifida la especie americana comestible un nimero basico de cromosomas
igual a 9, siendo la mayoria de las especies de Dioscorea, tetraploides 4x = 40, con nimero
basico x = 10. La aparicion de estos nuevos numeros basicos que no tengan relacion directa
con los ancestrales, es posible si ocurren nuevas reestructuraciones o hibridaciones entre

poliploides con distintos nimeros basicos.

Para Lopez Pérez (2008) se puede inferir la importancia que tiene la realizacion de
analisis citogenéticos mediante la aplicacion de técnicas clasicas y moleculares en especies
vegetales, tales como el fiame, como fuente de informacion necesaria para efectuar el
monitoreo de la variacion somaclonal ocurrida durante la regeneracion de plantas y el cultivo
in vitro. De igual manera para realizar la identificacion y seleccion de clones con afinidades

cromosOmicas en procesos de mejoramiento genético, deteccion de anormalidades
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cromosOmicas estructurales y numéricas, determinacion de posibles relaciones filogenéticas y

evolutivas entre las especies.

Otras investigaciones sobre el cultivo del fiame buscan obtener sistemas radiculares en
cultivo in vitro para obtencion plantulas sanas. Debido a que varios microorganismos
fitopatdgenos, incluyendo virus, hongos y bacterias afectan al cultivo se presentan muchas
veces perdidas en la produccion de fiame. En Venezuela por ejemplo, en el 2003 se realizaron
pruebas bioquimicas y fisioldgicas a muestras que indicaban que los aislados correspondian a
Pantoea agglomerans (Enterobacteriacea), con el cual se discutieron diferentes metodologias

para la identificacion de bacterias (Rodriguez et l. 2008).

Para McVaugh (1989) y Zamora (1993) citado por Espinoza et al. (2008), es muy
importante destacar que diferentes especies de Dioscorea spp. son utilizadas como fuente de
medicina en la industria farmacéutica. La causa de una excesiva explotacion se debe a la
produccion de estos compuestos quimicos y de sustancias venenosas, como alcaloides y

sapogeninas.

Los investigadores en el suroccidente de Guatemala buscaron y colectaron 25
cultivares de fiame (Dioscorea spp.) en diversas alturas y zonas de vida. Se determind que el
manejo agrondmico que los productores realizaban en el cultivo era rudimentario y escaso, sin
fertilizaciones ni controles de plagas y enfermedades. Ademas, efectuaron una caracterizaron
agromorfologica, evaluaron los materiales de fiame como espesante de salsas caseras y se

establecieron un banco de germoplasma (Sanchez et al. 2008).

Muluneh et al. (2007) realiz6 un estudio en variedades criollas en el Sur de Etiopia
comparandolas con las especies del Oeste de Africa; ya que poco se sabia de la diversidad e
identificacion de estas especies. Usando la técnica de AFLP en la diversidad genética de 48
accesiones de fiame de Etiopia, tales como D. alata L., D. bulbifera L., D. cayenensis L., y D.
rotundata Poir. demostrando que son ampliamente diferentes al igual que hay diversidad en lo

morfoldgico.
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2.4 Importancia de los Bancos de Germoplasma y Recursos Fitogenéticos

Los bancos de germoplasma vegetal son centros de recursos para material vegetal
vivo, cuya funcion principal es la de establecer y mantener colecciones de material vegetal de
semillas, cultivo de tejidos, plantas en crecimiento activo y polen, entre otras. A los bancos de
germoplasma también se les conocen como: Centros de Recursos Fitogenéticos. Los bancos
no contienen todos los tipos de plantas, por el contrario, son especializados o selectivos, por

ejemplo bancos de plantas medicinales, bancos de plantas forrajeras, entre otros.

Los bancos de germoplasma en el continente americano crecieron considerablemente
desde la década de los setenta cuando se originaron las primeras iniciativas globales de
conservaciéon de germoplasma con las primeras conferencias internacionales sobre Recursos
Fitogenéticos promovidas por la FAO (1967, 1973). Ademas, podemos mencionar que en
estos bancos de germoplasmas establecidos se refleja una intensa actividad de distribucion e

intercambio de materiales (Franco s/f).

Segun Cubillos (1994), citado por Campos y Seguel (1999) los recursos fitogenéticos
constituyen una importante fuente de diversificacion, generando nuevos productos y/o
servicios agropecuarios, y se definen como aquellos materiales vegetales de uso actual o
potencial en beneficio de la humanidad. Mientras que Frankel (1971), citado de igual forma
por Campos y Seguel (1999), considera como recursos genéticos vegetales a las especies
silvestres y primitivas de las plantas cultivadas, a las razas o variedades locales ("landraces"),

a los cultivares obsoletos, a los cultivares modernos y los genotipos especiales.

La recoleccion de plantas silvestres para la preservacion del germoplasma de la
mayoria de los cultivos o plantas utiles al hombre, ha sido considerado como un gran esfuerzo
que el hombre ha realizado en los Gltimos afios, especialmente al darse cuenta que algunos
problemas del campo no pudieron solucionarse en las colecciones de materiales mejorados.
Esto se debid a que durante su proceso de domesticacion, seleccion natural y con mayor razon
durante la seleccién artificial o dirigida con objetivos bien claros, perdié la mayoria de
caracteristicas rusticas, tolerancia o resistencia a las enfermedades, amplia adaptacion, etc.
(Enriquez 1991, citado por Lépez 1999).
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La recoleccion de germoplasma es la etapa inicial del estudio de los recursos genéticos,

sin embargo, posee un valor limitado si no se articula con una adecuada conservacion,

caracterizacion y posterior evaluacion. Estas dos Ultimas etapas se consideran mucho mas

importantes en el caso de aquellas especies carentes de programas de mejoramiento genético

desarrollados en el pais. El desafio actual es colectar y caracterizar apropiadamente los

recursos genéticos, posibilitando asi el uso directo de su variabilidad genética en

fitomejoramiento (Campos y Seguel 1999). Segun FAO (1996) y Consejo International

Recursos Fitogenéticos (por sus siglas en inglés IBPGR (1986), citado por Malaurie (1998)

existen 43 paises con germoplasma de Dioscorea; y algunos de ellos cuentan con colecciones

en bancos de germoplasma in vitro (Cuadro 1).

Cuadro 1. Paises 'y zonas geograficas? con colecciones de germoplasmas de riame

Europa Antillas América Pacifico Asia Africa
Francia2 Barbados *  Brasil 2 Islas Cook Bangladesh = Bénin
Reino Cuba 2 Colombia Fiji India Burkina Faso
Unido 2 Guadalupe 2 Costa Rica Islas Niue Indonesia  Camerdn
Jamaica 2 Guatemala Nueva Caledonia2? = Japon 2 Costa de
Santo México Papua Nueva Malasia Marfil 2
Domingo Panama Guinea Nepal Ghana 2
Trinidady  Estados Isla Salomon Filipinas2  Nigeria 2
Tobago Unidos Tonga Sri Lanka  Sudafrica
Vanuatu Tailandia  Togo
Samoa Occidental 2 Viet Nam  Uganda

*in vitro de mantenimiento para fines de produccion.

! listado no exhaustivo (fuente confiables).
2 colecciones in vitro (de acuerdo a fuentes confiables).
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La FAO (2009) establece en la version final del Segundo proyecto de informe sobre el
estado de los recursos del mundo para la Alimentacién y la Agricultura, que existen a nivel
mundial un total de 16,446 accesiones concentradas mayormente en seis bancos de
germoplasma. Los bancos de germoplasmas en donde se depositan los mayores porcentajes de

accesiones fueron:

Bancos de germoplasma Ubicacién Porcentaje

Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) Nigeria 20%
Universidad Nacional de Costa de Marfil (UNCI) Costa de Marfil 9%
Universidad de Abomey Calavi (UAC) Benin 7%
Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (PGRRI) Roma 6%
Dodo Creek Estacion de Investigacion, Ministerio del Interior = Islas Salomén 3%
Natural y el Desarrollo (DCRS)

Universidad Peradeniya (PU) Sri Lanka 3%

2.5 Caracterizacion del germoplasma

2.5.1 Caracterizacion morfoldgica

Los caracteres morfoldgicos son muy usados en la identificacion de especies, familias
y géneros de plantas. Ademas, las caracteristicas morfoldgicas y su etnobotanica han sido el
tema de numerosos estudios en genética de poblaciones y agricultura, donde la resistencia a

plagas y enfermedades y los rendimientos han sido factores importantes (Falconer 1981).

La descripcion morfolégica de érganos vegetativos y reproductivos y rasgos
agronémicos clasicos han sido de gran utilidad para la caracterizacion y evaluacién de
recursos genéticos. Estos descriptores pueden ser definidos como atributos observables de la
planta, y facilmente cuantificables e identificables; por lo que pueden ser altamente heredables
y permiten una discriminacion rapida de fenotipos. Estos atributos son facilmente observables
y se expresan de la misma forma en cualquier ambiente; por ejemplo, la altura de la planta, el
color de la hoja apical, dias de floracion y color de la flor; los rendimientos y la resistencia a
enfermedades (Querol 1988, Demey et al. 2003, Jiménez y Hernandez 2009). Estas
descripciones son limitadas por su dependencia del tipo de heredabilidad del caracter; es decir,

si el carécter en estudio se hereda a través de poli genes, dominancia parcial o completa, asi
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como del tiempo necesario para la evaluacion completa del cultivo la cual es necesariamente

lenta, dado el gran numero de caracteres que hay que observar (Demey et al. 2003).

Tedricamente el numero de datos que se pueden tomar durante la caracterizacion y la
evaluacion es infinito, pero una buena descripcion de las plantas no esta determinada por el
namero de variables descritas, sino por la utilidad préctica de las variables y su precision. En
la practica, la toma de datos se ve limitada a caracteristicas de importancia en el mejoramiento
o0 para la utilizacién de la planta, que sean de utilidad para conocer la estructura poblacional de
la especie (Querol 1988, Lopez 1999).

Los descriptores de las plantas que pertenecen al género Dioscorea spp. estan
establecidos por caracteristicas como: el tallo joven y maduro, las hojas jovenes y maduras, la
floracion, el fruto, los tubérculos aéreos y subterraneos, etc. (IPGRI/IITA 1997). Los tipos de
caracteristicas para evaluar y caracterizar la diversidad genética son numerosos.
Tradicionalmente se ha utilizado las variaciones morfologicas relacionadas especialmente con
el habito de crecimiento, tamafio, forma y color de la semilla. Esta variacion es mayor en las

formas cultivadas que en las formas silvestres (Querol 1988, Lopez 1999).

En estudios realizados por Campos y Seguel (1999), la dificultad en diferenciar
genotipos sélo con base en caracteres fenotipicos conlleva la conservacion de numerosas
accesiones duplicadas en los bancos de germoplasma. En términos practicos esto reduce la
eficiencia de manejo del germoplasma e incrementa los costos de mantencién, regeneracion,
caracterizacion y documentacion. Una alternativa al respecto es la deteccion de duplicados
mediante marcadores moleculares, determinandose asi si dos accesiones bajo sospecha son

efectivamente idénticas o en sus defectos similares.

2.5.2 Caracterizacion molecular — Marcadores moleculares

Las variables, los caracteres o pardmetros, que se han utilizado para observar y detectar
la variabilidad presente en los seres vivos, son numerosas. Los marcadores genéticos son una
clase de éstos y, con ellos, se espera que reflejen la variabilidad existente entre los individuos

0 poblaciones de estudio (Lopez 1999).

16



Desde el descubrimiento de la metodologia base del primer marcador molecular se
impulsaron investigaciones, que han llevado al desarrollo de nuevas técnicas y modificaciones
en otros marcadores para mejorar los analisis y los resultados. Segun Phillips (1998), la
cronologia de los principales marcadores de ADN usados actualmente inicié en 1970 con la
digestion del ADN con enzimas de restriccion (Cuadro 2).

Becerra y Paredes (2000) sefialan que la investigacion del polimorfismo con el
desarrollo de las tecnologias de biologia molecular basadas en ADN, se ha visto favorecida
con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores, aquellos basados en Fragmentos
de Restriccion Polimorficos (RFLP) y en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta
Gltima técnica ha derivado en multiples técnicas como son la Amplificacion de ADN al Azar
(RAPD), Fragmentos Amplificados de Longitud Polimérfica (AFLP), minisatélites (VNTR) y

microsatélites (SSR), entre otros ( Cuadro 3).

Cuadro 2. Cronologia de los principales marcadores de ADN usados actualmente

Marcador Metodologia base Afo de
origen
RFLP (Restriction Fragment Digestion con enzimas de restriccion, 1970
length Polymorphism) “Southern transfer”, “Nick translation”
PCR (Polimerase Chain Amplificacion de segmentos de ADN 1985
Reaction) mediante la accién de la enzima de polimerasa
RAPD (Randon Amplified PCR 1991
Polymorphic DNA)
Microsatélites o0 SSR PCR 1992
(Simple Sequence Repeats)
AFLP (Amplified Fragment PCR + RFLP 1993
Length Polymorphism)

Fuente: Phillips (1998).

El uso de las técnicas usadas con marcadores moleculares como: PCR, AFLP, RAPD,
RFLP, etc., permiten construir mapas de ligamiento genético cada vez mas completos y
precisos, en donde se pueden identificar posiciones en los cromosomas que estan relacionadas

con caracteristicas de importancia agronémica; ya sea, mono o poligénicas, como es la
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resistencia a enfermedades, la produccién, la calidad, etc. esto permite en etapas posteriores, la

seleccidn precoz de organismos y la ubicacion y seleccion de genes de interés (Phillips 1998).

Cuadro 3. Eficiencia de algunos marcadores moleculares

Marcador Cantidad de datos Resolucion del mapa Tipo de marcador
polimorficos (marcadores  colocados
(puntos/reaccion) por genoma

RFLP 1-2 1.000 Codominante
RAPD 4-6 10.000 Dominante
Microsatélites 3-10 10.000 Codominante
AFLP 10-50 Mas de 100.000 Dominante/

Codominante

Fuente: Phillips (1998).

Las ventajas de la caracterizacion de ADN son: a) no es influenciada por el medio
ambiente; b) cualquier parte de la planta y en cualquier estado de crecimiento, puede ser
utilizada, excepto para isoenzimas; c) el analisis es ilimitado; d) se requiere de pequefias
cantidades de tejido; e) el ADN es muy estable; f) segin la técnica se puede detectar alto
polimorfismo; g) segun la técnica puede estar distribuido en todo genoma (Powell 1992, Rao y
Riley 1994, citado por Lopez 1999).

2.6 Tecnologia de Fragmento Amplificado Longitud Polimoérfico (AFLP)-

Metodologia

La técnica de AFLP es la combinacion de los principios de RFLP y PCR, donde una
sub muestra de fragmentos producidos por la restriccion del ADN en estudio es amplificada
selectivamente. Los AFLP usan como partidores oligonucledtidos complementarios a las
secuencias que han sido ligadas a cada extremo del ADN digerido. El polimorfismo es
detectado por la presencia o ausencia de fragmentos y son normalmente de herencia
dominante (Vos et al. 1995).

Para Baginsky (s/f), el AFLP es una técnica basada en una selectiva ampliacion por
PCR de fragmentos de restriccion obtenidos de un ADN digerido; con elevado nimero de
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polimorfismo y gran poder de deteccién de variabilidad genética; no requiere de conocimiento
previo del organismo o especie que se estudia; requiere poca cantidad de ADN. Es un método
muy sensible y se utiliza para visualizar polimorfismo de ADN entre las diferentes muestras

de un germoplasma, con el fin de generar mapas de ligamiento.

Segin Tohme et al. (1996), citado por Becerra y Paredes (2000), el procedimiento
comienza con la digestion del ADN gendmico de los individuos con enzimas de restriccion
que reconocen 4 y 6 bases de reconocimiento, lo cual genera fragmentos de tamafio
preferentemente pequefio. Luego se ligan adaptadores de secuencia conocida a cada extremo y
para el proceso de amplificacion se usan partidores o sebadores complementarios a estos
adaptadores, manteniendo el sitio de restriccion mas un cierto nimero de nucleétidos (3
generalmente) que deben agregarse al extremo 3’. Finalmente, el proceso implica tres
alternativas de deteccion de las bandas, la primera es la marcacion radioactiva de los
productos amplificados en la Gltima etapa de amplificacion, su separacion en geles de
poliacrilamida, secado del gel y su visualizacion en autoradiografias. La segunda alternativa
usa la tincion directa del gel con nitrato de plata. La tercera implica el uso de sebadores
marcados con fluorocromos que pueden ser excitados por un laser y detectados por un equipo
automatizado. Los resultados entre ambas alternativas son comparables, siendo la segunda de
menor costo Yy facil aplicacion. Una de las mayores ventajas de esta técnica es que en una sola
reaccién se puede identificar alrededor de 50 fragmentos o loci en un tiempo corto.

El procedimiento para la aplicacion de la técnica de AFLP consta de 4 pasos segun

Baginsky (s/f) como:
1. Digestion del ADN con dos enzimas de restriccion (EcoR1/Msel).

2. Incorporacion de adaptadores de oligonucle6tidos especificos a los extremos de los

fragmentos gendmicos generados por la digestién enzimatica.

3. Amplificacién selectiva via PCR de una fraccion de los fragmentos de ADN
generados utilizando primer especificos disefiados para reconocer la secuencia en

los adaptadores.
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4. Deteccion del polimorfismo verificado en geles de poliacrilamida. Se visualizan
directamente con nitrato de plata o se marcan radioactivamente los productos
amplificados para luego observarlos en geles de poliacrilamida mediante

autoradiografia.

2.7 Ventajas y desventajas de los AFLP

La técnica de AFLP requiere de una buena calidad de ADN para el proceso de
digestion con enzimas de restriccion, que proporciona un resultado mas preciso en el proceso
de amplificacion (Becerra y Paredes 2000). Entre las ventajas destacadas de los AFLP
podemos citar que no requieren del conocimiento previo del genoma; tienen un ndmero
ilimitado de marcadores; poseen un polimorfismo elevado y se puede tener un resultado que
refleja todo el genoma. Son muy reproducibles y versatiles por las distintas enzimas e
iniciadores selectivos. Mientras que las desventajas que podemos destacar de esta técnica es
que son de herencia dominante; tienen bajo contenido de informacion genética por locus,

siendo una técnica medianamente laboriosa y muy costosa.

Segun Phillips (1998), una de las desventajas de esta técnica es que la preparacion de
los geles de acrilamida requiere de gran destreza, ademas de que es una sustancia muy toxica.
Las ventajas son la gran cantidad de bandas que genera y la relativa facilidad con que se
realizan, sobre todo considerando que hay kits completos actualmente; y son ideales para

determinar identidades varietales y deteccién de plantas fuera de tipo.

2.8 Estudios realizados en Dioscorea spp.

El fiame actualmente es ampliamente cultivado en muchas partes del mundo, y esto
hace que su papel sea fundamental en la subsistencia de muchas areas rurales de algunos
paises. Por su importancia antes mencionada, y por su creciente demanda a nivel mundial
como producto de exportacion; podemos mencionar algunas investigaciones con base en las

caracterizaciones morfoldgicas y moleculares de gran importancia realizadas hasta la fecha.
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2.8.1 Estudios morfologicos y moleculares en Dioscorea spp.

La diversidad morfologica de 45 accesiones de fiame Guinea (D. cayenensis y D.
rotunda Poir.), fue determinada con el uso de los descriptores del IPGRI. Se clasificaron en
seis grupos de cultivares basandose en las similitudes morfologicas, proponiendo una clave
para la identificacion de los grupos de cultivares. Seis sistemas enzimaticos (6PGD, IGP,
AAT, SKDH, PGM, EST) se utilizaron también para evaluar la variacién genética de los
flames cultivados. Con la investigacion se identificaron veintiocho genotipos de las 45
accesiones analizadas, y se observo que los agrupamientos morfolégicos y enzimaticos eran

muy cercanos a los obtenidos morfol6gicamente (Mignouna et al. 2002).

Gonzalez (2003), caracterizd 6 genotipos del banco de germoplasma del Instituto de
Investigacion Agropecuaria de Panama (IDIAP), mediante caracteristicas cuantitativas. El
analisis morfologico permitio identificar niveles de variabilidad entre los seis genotipos,
considerados de interés economico. Se identificaron 11 caracteristicas morfologicas
cuantitativas que permitieron diferenciar a los seis cultivares de fiame del IDIAP en tres
grupos. La caracterizacion molecular se realizd con 37 genotipos (quince del IDIAP y
veintidés del CATIE), y se usaron marcadores moleculares RAPD, los cuales permitieron
estimar las distancias genéticas presentes en los 37 genotipos de Dioscorea alata y D. trifida.
Se observo claramente la separacion de los genotipos de la coleccién del CATIE y del IDIAP.
Los genotipos de la coleccion del CATIE se dividen en dos grupos, uno de los cuales presenta

una estructura de grupo y el otro subgrupo no presenta una estructura de grupo definida.

Bustamente et al. (2003), utiliz6 muestras de la coleccién de fiame (Dioscorea spp.) de
la Universidad de Cordoba y algunas muestras provenientes del Instituto Internacional de
Agricultura Tropical (lITA), con la finalidad de caracterizarla molecularmente y
complementar la informacion que se tiene de ellas. Los estudios iniciaron empleando técnicas
como el AFLP, se utilizaron oligonucledtidos aleatorios que generaron patrones de bandeo
caracteristico de cada individuo. Se encontr6é que la diversidad de la poblacion fue de 0.0413
con una media similar de 0.9587, indicando la poca diversidad genética, y esto explica la
vulnerabilidad a plagas y enfermedades.
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En estudios realizados por Mignouna et al. (2003), se planted que existen técnicas que
pueden caracterizar genéticamente la planta, pero que en la caracterizacion del germoplasma
de fiame aun no estan definidas. Sus estudios se basaron en determinar la eficiencia de
técnicas como RAPD, AFLP y SSR para evaluar relaciones genéticas, identificar y discriminar
variedades de cultivares de flame. Los resultados indicaron que cada una de las tres técnicas
puede identificar cada cultivar, pero cada técnica difiere en el denominado indice genético
(1G), que es el valor del genotipo para los caracteres considerados. El estudio mostrd que el
indice genético para los marcadores moleculares son: AFLP (IG= 2.56), SSR (1G=0.39) y
RAPD (1G=0.35). EI AFLP mostr6 la mayor eficiencia de la deteccion de polimorfismo

genético.

Asha et al. (2006), evalud la interrelacion entre los rasgos morfologicos y moleculares
mediante el analisis de RAPD de 12 especies de Dioscorea spp. con el uso 14 iniciadores
decameron. Se presentaron 133 productos amplificados con alto polimorfismo mostrando un
grado de variabilidad genética entre las especies de Dioscorea. El agrupamiento dio como
resultado la formacion de dos grupos formados por 9 especies de las 12 estudiadas y D.

bulbifera se mantuvo separado, destacando la distancia genética entre ellas.

Las colecciones de fiame de Africa Occidental se caracterizaron utilizando la lista de
descriptores estandar para este cultivo. Para evaluar el alcance de la diversidad y desarrollar
una coleccién nucleo se emplearon 77, de los 86 descriptores junto al indice de diversidad de
Shannon-Weaver. La coleccidn nucleo se compone de 391 accesiones que representan seis
especies cultivadas y dos silvestres (D. taxones). Se comprobd la conveniencia del
procedimiento comparando la media y la distribucion de diversidad de 11 caracteres
cuantitativos, explicando asi, la importancia de este estudio (Mahalakshmi et al. 2007).
Finalmente, Bousalem et al. en el 2010 publicaron las relaciones que existian por medio de

AFLPs entre D. trifida y sus formas silvestres.

Estudios técnicos analizados entre el Instituto Internacional de Agricultura Tropical
(IITA), agricultores de Bariba, Nago y Fon, la Universidad de Bénin en colaboracion del
Instituto de Investigacion para el Desarrollo de Francia (IRD, por sus siglas en francés), el
Instituto Nacional de Investigacion Agricola de Benin (INRAB, por sus siglas en francés) y

Centro de Cooperacion Internacional en Investigacion Agrondémica para el Desarrollo
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(CIRAD, con sus siglas en francés) — Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA,
por sus siglas en inglés) (YRCU) con caracterizacién morfologica y genética en las variedades
cultivadas y domesticas, demuestran que de unos 68 fiames recién domesticados poco menos
de una cuarta parte son muy similares a las variedades existentes. Del resto, la mitad fueron
similares pero no idénticos a algunas razas y la otra mitad era completamente diferente. Esto
confirma que la domesticacion hace una contribucién significativa a la diversidad genética del

sistema de fiames de los productores agricolas (Bioversity et al. 2008).

2.9 Relacion entre la caracterizacion morfolégica y molecular

La caracterizacién molecular ofrece una mayor diversidad genética. Estudios previos
muestran las relaciones entre las caracterizaciones morfoldgicas y moleculares, y ofrecen
informacion que puede ser considerada complementaria; ya que no se origina un patrén unico
de asociacion entre las entradas e indican que la similitud fenotipica necesariamente no es
producto de la similitud genotipica, sino a que un diferente pool de genes pueden generar

fenotipos similares (Demey et al. 2003).

Segun Wilson et al. (1974, 1977) y Hillis y Moritz (1990), citados por Demey et al.
(2003) se ha demostrado que las caracterizaciones generadas a traves de descriptores
morfoldgicos y marcadores moleculares suelen ser independientes, respondiendo en cada caso
a presiones evolutivas diferentes. Sin embargo, en general, estudios que incorporen
descriptores morfoldgicos y marcadores moleculares proveerdn una mejor descripcion e

interpretacion de la diversidad genética de los individuos.

Segun Phillips (1998), caracteristicas como: utilidad, efecto del medio ambiente, edad
de la planta a analizar, tipo de material vegetal, entre otros marcan claramente algunas

diferencias entre los tipos de marcadores morfoldgicos y moleculares (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Principales diferencias entre marcadores morfoldgicos y moleculares

Caracteristicas Morfoldgicas Moleculares
Utilidad Restringida a pocas Todas
plantas/modelos para estudios
genéticos
Cantidad disponible Escasos y con baja probabilidad Cantidad ilimitada de
de encontrar asociaciones polimorfismo
significativas con caracteres de
importancia econémica
Efecto del medio Fuerte Nulo
ambiente
Efecto del marcador A veces es indeseable Neutro

Edad de la planta a Normalmente en estado adulto

analizar

Tipo de material vegetal =~ Usualmente toda la planta

Efectos epistaticos Son factibles

Desde los primeros estados de
desarrollo e incluso a partir
de semillas o estados
embrionarios

Células o toda la parte de la
planta

Aparentemente no hay

Fuente: Phillips (1998).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Fase de Campo

3.1.1 Localizacion del estudio

Las plantas para la caracterizacion morfoldgica fueron sembradas en Cabiria (EI
Encierro), CATIE, Turrialba, Republica de Costa Rica. Cabiria se ubica a 9° 54’ de Latitud
Norte, 83° 40’ Longitud Oeste, a una altura de 625 msnm. La precipitacion media anual es de
2600 mm, y la temperatura media anual es de 22 °C. La caracterizacion se realizé desde el mes

de marzo hasta octubre 2010.

3.1.2 Caracterizacién morfologica

Para la caracterizacion morfoldgica se trabajo con una lista de 60 caracteres definidos
por el IPGRI/IITA (1997). Dicha caracterizacion se realizd en 59 accesiones de materiales
procedentes del Banco de Germoplasma del Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y

Ensefianza, CATIE en Turrialba, Cartago, Costa Rica (Anexo 1).

3.1.3 Material experimental

Se evaluaron 59 accesiones de Dioscorea spp. (5 plantas por accesién) del inventario
del banco de germoplasma (Cuadro 5), de las cuales 17 son Dioscorea alata, 2 de Dioscorea
bulbifera, 1 de Dioscorea cayensis, 1 de Dioscorea dumetorum, 1 de Dioscorea esculenta, 2

de Dioscorea pentaphylla, 23 de Dioscorea sp. y 6 de Dioscorea trifida (Figura 1).

3.1.4 Manejo agronémico

Para la obtencion del material de semilla, se seleccionaron tubérculos pequefios y
sanos, libres de nematodos y enfermedades, y con una buena madurez al momento de la
cosecha. Dichos tubérculos procedian de la cosecha del afio 2009 y fueron puestos a secar en
un invernadero hasta el rompimiento de su latencia. Una vez brotados, se sembraron en el

campo, siguiendo algunas recomendaciones para este cultivo.
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Cuadro 5. Accesiones de Dioscorea spp. de la coleccion del Banco de Germoplasma del

Centro Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) utilizadas para el estudio

Accesion Género Especie Procedencia Fecha de
introduccion

6319 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6322 A Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6322 B Dioscorea

6322 C Dioscorea
6323 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6324 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6327 A Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6327 B Dioscorea
6328 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6344 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6346 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6347 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6348 A Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977

6348 B Dioscorea

6348 C Dioscorea
6569 Dioscorea sp. Honduras 01/03/1977
6664 Dioscorea esculenta Puerto Rico 01/04/1977
6670 Dioscorea pentaphylla Puerto Rico 01/04/1977
6674 Dioscorea dumetorum Puerto Rico 01/04/1977
6678 Dioscorea sp. Costa Rica 01/04/1977
7059 Dioscorea alata Puerto Rico 01/06/1977
7060 Dioscorea alata Desconocido 01/06/1977
7064 Dioscorea alata Barbados 01/06/1977
7066 Dioscorea alata Desconocido 01/06/1977
7067 Dioscorea alata Desconocido 01/06/1977
7079 Dioscorea cayenensis Guadaloupe 01/06/1977
7088 Dioscorea bulbifera Estados Unidos 01/06/1977
7231 Dioscorea trifida Panama 01/07/1977
7248 Dioscorea alata Panama 01/07/1977
7291 Dioscorea alata Panama 01/07/1977
7297 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7299 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7305 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
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Cuadro 5 (Cont.). Accesiones de Dioscorea spp. de la coleccion del Banco de Germoplasma

del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) utilizadas para el

estudio
Accesion Género Especie Procedencia Fecha de
introduccion

7311 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7332 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7333 Dioscorea sp. Panaméa 01/07/1977
7356 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7363 Dioscorea alata Panama 01/07/1977
9476 Dioscorea pentaphylla Puerto Rico 01/12/1978
10009 Dioscorea sp. Costa Rica 01/11/1979

10715 A Dioscorea trifida Panama 01/01/1980

10715B @ Dioscorea
10718 Dioscorea sp. Panama 01/01/1980
10722 Dioscorea sp. Panaméa 01/01/1980
10727 Dioscorea sp. Panaméa 01/01/1980
10733 Dioscorea trifida Panaméa 01/01/1980
10739 Dioscorea sp. Panaméa 01/01/1980
11425 Dioscorea sp. Guatemala 01/04/1980
11684 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11685 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11690 Dioscorea sp. Desconocido 01/04/1980
11693 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11735 Dioscorea alata Costa Rica 01/06/1980
12174 Dioscorea sp. Honduras 01/12/1980
12451 Dioscorea sp. Panaméa 01/09/1981
12460 Dioscorea sp. Panama 01/09/1981
12470 Dioscorea sp. Panama 01/09/1981
13175 Dioscorea sp. Costa Rica 01/11/1981
13312 Dioscorea sp. Costa Rica 01/02/1982

Fuente: Solano (2009) modificado por Aguilar (2010).
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. REGENERACION Y

. CARACTERIZACION DE

- LA COLECCION DE NAME
(Dioscorea spp.)

P

Figura 1. Accesiones de Dioscorea spp. creciendo en campo para caracterizacion morfolégica.

o Siembra en los meses de abril-mayo, al momento de la germinacion.

o Establecimiento de camellones: se confeccionaron surcos de 1 m entre
lomillos y 0.60 m entre plantas; de manera que las plantas crecieran con una
buena aireacion, y asi impedir el exceso de humedad para evitar el desarrollo o
foco de enfermedades. Se construyd una estructura de soporte para amarrar la
parte aérea de la planta, una vez iniciado el desarrollo vegetativo. De cada una
de las accesiones se sembraron 5 plantas, distribuidas bajo un disefio

completamente aleatorizado.

o Aplicacion de fertilizante: se aplicé de acuerdo a los resultados del
analisis de suelo. Para ello, se hizo una aplicacion al momento de la siembra
con la férmula 10-30-10, para un mejor aprovechamiento del fésforo. A los 22
dias de brotado, se aplicé una fertilizacion nitrogenada con Urea (46% de
nitrégeno), mientras que a los 3 y 4 meses después de establecido en campo, se
aplico la férmula 18-5-15-6-2.

o Aporque Yy tutoreo: Al inicio de la formacién de los tubérculos se realizé
una aporca a cada planta y se colocaron tutores para ayudar al desarrollo

vegetativo en su habito trepador.
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o Control de malezas: se realizd la limpieza con guarafia sin dejar

expuesto el suelo para evitar lavado por las lluvias.

o Aplicacién de insecticidas: se aplicd Mirex (Sulfluramida 3%) para el

control de las hormigas arrieras (Atta sp.).

3.1.5 Caracterizacion de cultivares, descriptores y registro

Para la caracterizacion de cultivares, se utilizo la lista de Descriptores Morfologicos
del Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos, (IPGRI por sus siglas en inglés) para
fiame (Dioscorea spp.) por ser un sistema de caracterizacion normalizado y promovido a nivel
mundial (IPGRI/IITA 1997) (Anexo 1).

Esta metodologia permite discriminar facil y rapidamente entre fenotipos.
Generalmente son caracteres heredables, y pueden ser facilmente detectados a simple vista; ya

que se expresan igualmente en todos los ambientes (IPGRI/IITA 1997).

La lista de descriptores para caracterizar la planta de fiame es de 155 (IPGRI 1997), y
para el estudio se utilizaron sélo 60 descriptores, que corresponden a las caracteristicas de
desarrollo vegetativo de tallo, hojas, floracion, fruto, tubérculos aéreos y subterraneos. Las 60
caracteristicas a evaluar se dividieron en 23 caracteristicas cuantitativas y 37 cualitativas
codificadas por medio de asignacion de nimeros indicadores para cada categoria (Anexo 1).
Los datos de caracterizacion se iniciaron a registrar partir del mes de enero hasta octubre de
2010.

3.2 Fase de laboratorio

3.2.1 Capacitacion

La capacitacion en los marcadores moleculares de AFLP se llevo a cabo en el Centro
de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular (CIBCM) de la Universidad de Costa Rica
(UCR), San José, Costa Rica.
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3.2.2 Localizacion del estudio

La caracterizacién molecular se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de
Electroforesis y PCR del Centro de Investigacion de Biologia Celular y Molecular (CIBCM)
de la Universidad de Costa Rica (UCR).

3.2.3 Técnica para la caracterizacion molecular

Se utiliz6 la técnica de Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP
por sus siglas en inglés), por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa en las
accesiones de fiame. Esta técnica se utilizo para caracterizar genéticamente cada una de las

accesiones de fiame y determinar si hay o no variabilidad genética entre ellas.

3.2.4 Material experimental

El material experimental consistio en algunos casos de hojas de plantulas procedentes
de cultivo in vitro y plantas provenientes del ensayo de campo. Para la extraccion del ADN,

las hojas deben ser tiernas y sanas preferiblemente (Albertazzi com. pers.).

3.2.5 Extraccion de ADN

El aislamiento del ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de extraccion de ADN por el
método de CTAB-2X de (Doyle y Doyle 1987), modificado por Villalobos (2011) (Anexo 2).

3.2.6 Determinacion de la concentracion de ADN

Para la determinacion de la concentracion del ADN, se utiliz6 el método de

electroforesis en gel de agarosa y el de espectrofotometria para comparar resultados.
3.2.6.1 Metodo con Gel de Agarosa

La medicion de la concentracion del ADN extraido se realizo mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0.8%, y para cuantificar la concentracion del ADN se us6 el marcador
Gene Ruler (Fermentas) de 1Kb.
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3.2.6.1 Método con espectrofotometria

Para la cuantificacion de la cantidad de ADN se hicieron lecturas en longitudes de
onda de 260 nm, lo cual permiti6 el calculo de las concentraciones de los acidos nucleicos de
las muestras. Una OD = 1 corresponde aproximadamente a 50 pg/ml para una doble cadena de
ADN, 40 pg/ml para una cadena simple de ADN (Valadez y Kahl 1997).

El radio entre las lecturas a 260 y 280 nm (OD 260/OD ,g0) proporcion6 un estimado de
la pureza del acido nucleico. Las preparaciones puras de ADN deben mostrar valores para esta

relacion de 1.8 a 2.0 respectivamente (Sambrook et &l. 1989).

Para el calculo de la concentracion de ADN en la solucion se debe utilizar la siguiente

formula:

Concentracion de ADN (ug/uL) = [D0260 x 100 (factor de dilucion) x 50 pg/uL] / 1000

3.2.7 Purificaciéon del ADN

La purificacion del ADN consistié en eliminar el ARN del ADN extraido en cada una

de las muestras, utilizando RNase A con una concentracion de 10 pg/ml.

3.2.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion
del ADN con la técnica de AFLP

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para la técnica de Fragmentos
Amplificados de Longitud Polimorfica (AFLP), consistio en cuatro etapas consecutivas para
llegar a la amplificacién. Los reactivos o kits utilizados fueron: AFLP® Analysis System | y
AFLP® Starter Primer Las tres primeras etapas (digestion, ligacion y preamplificacion) se
realizaron una sola vez (Anexo 5). EI ADN genémico fue digerido por la combinacién de
enzimas de corte raro (EcoRlI) y de corte frecuente (Msel), ligado con la solucién adaptadora y
la enzima T4 ligasa. En la preamplificacion el producto obtenido de la digestion/ligacion se
diluyo, agregandole cebadores especificos de una base EcoRI+A y Msel+C para la
preamplificacion selectiva. Con el producto diluido de la preamplificacion se afiadieron

cebadores especificos de tres bases selectivas, ejemplo: ECORI+AGC y Msel+CAC. Por lo
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general, los reactivos para preparar las mezclas indican las cantidades para una reaccion,
entonces esta cantidad debera multiplicarse en funcion del nimero de reacciones 0 genotipos

gue sean objeto de estudio (Vos et al. 1995).

3.2.9 Visualizacién del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados

El ADN amplificado es desnaturalizado con formamida por 5 minutos a 93°C y
enfriado en hielo antes de colocarlo en el gel de acrilamida al 4% para la separacion de
fragmentos amplificados por electroforesis en condiciones desnaturalizantes por dos o tres
horas. Para el revelado se usé el método de tincién de plata, visualizando los patrones de

AFLP para su lectura de forma visual. Las bandas polimorficas se evalian de forma binaria.

3.2.9.1 Combinaciones propuestas para la amplificacion del ADN

Se seleccionaron 11 combinaciones enzima/primer mostrados en el Cuadro 6 en base a
los resultados de los estudios reportados por Malapa et al. (2003), Mignouna et al. (2002) y
otros por medio de screening utilizando las accesiones 6347, 6670, 7066, 11425 y 13312

presentando el mayor nimero de bandas polimorficas.

Cuadro 6. Combinaciones utilizadas en el screening para seleccionar mayor polimorfismo
N° Combinacion Combinaciones propuestas
E- AGC /M- CAC?

E- AGC/M-CAA?

E- AGC / M- CAG 2

E- AGC / M- CAT 2

E- AAC/M-CAG!'

E- AAC/ M- CAT!

E- ACA/M-CAG!'

E- ACC /M- CAT!

E- ACT / M- CAC®

E- AAG/ M- CAG?

E- ACA/M-CAT!

Fuente: °Mignouna et &l. 2002, ' Malapa et &l. (2003) y 2 screning

P
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3.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la caracterizacion morfoldgica se analizaron por medio del
programa InfoStat/Profesional version 2009. Para los descriptores morfoldgicos se realizo el
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analisis descriptivo. En el caso de los descriptores cuantitativos se usaron medidas de resumen
como media, varianza, coeficiente de variacion, valor minimo y valor maximo, mientras que

para los cualitativos se confeccionaron tablas de frecuencias.

Las variables consideradas en este estudio fueron 60 descriptores morfoldgicos para el
fiame propuestos por IPGRI/IITA (1997), que se dividieron en cuantitativos y cualitativos.
Algunos descriptores no estaban completos en las accesiones; por lo que se clasificaron como
completos e incompletos (esta clasificacion es para el uso de los analisis estadisticos). Los
incompletos son aquellos descriptores que por la fenologia de la planta no estaban presentes

para su evaluacion, por ejemplo caracteristicas de la flor, el fruto, tubérculos aéreos.

Se confecciond una base de datos identificando las variables en continuas, discretas,
ordinales y nominales con la valoracion de los descriptores cuantitativos y cualitativos. Por
Gltimo, se obtuvo una base de datos resumida considerando el promedio para las cinco
repeticiones por cada accesion con las variables continuas, discretas y ordinales; mientras que

la moda se utilizo como medida resumen en las variables nominales.

Para realizar el analisis de conglomerados fue necesario transformar a variables
binarias (0 y 1) las variables cualitativas; por medio de las creacion de las variables auxiliares

(Dummy).

La agrupacion de genotipos segun su parecido fenotipico se hizo mediante el andlisis
de conglomerados con método de Ward y la distancia Euclidiana para los descriptores
cuantitativos, y con Jaccard para descriptores cualitativos. La distancia de Gower se utilizo
para la mezclas de variables. Para validar la formacion de grupos con descriptores
cuantitativos se uso el MANOVA vy la técnica de comparacién de vectores medios DGC
multivariada. El andlisis discriminante lineal se utilizé para determinar cuél de los descriptores
morfoldgicos cuantitativos caracterizan o separan los grupos de genotipos formados
previamente por el analisis de conglomerados. Los grupos formados con variables cualitativas
fueron validados mediante el uso de tablas de contingencia, usando el estadistico Chi-

cuadrado méaximo verosimil.

La agrupacion de genotipos por su expresién genotipica, se baso en los datos obtenidos
del analisis de marcadores moleculares; y se construyeron dendrogramas, usando el analisis de
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conglomerados con distancias obtenidas a partir de la similitud de Jaccard y el método de
Ward o UPGMA (encadenamiento promedio).

Para realizar los agrupamientos de genotipos con base en sus descriptores morfol6gicos
y moleculares conjuntamente, su utilizd el analisis de conglomerado con la distancia
construida a partir de la similitud de Gower y el método de Ward. Posteriormente, mediante
un andlisis de Procustes generalizado con el ordenamiento morfolégico y molecular, se obtuvo

el consenso entre estos dos ordenamientos.

Se uso el arbol de recorrido minimo para visualizar la filogenia a partir del parecido de
las accesiones tanto en lo molecular como en lo morfolégico; mediante el analisis de
coordenadas principales. Ademas, se analiz6 la distancia genética e indice de diversidad de
Nei y Shannon, la varianza molecular, junto a las coordenadas principales con el Programa
Gen Al Ex ver 3.0.

Para determinar significancias estadisticas entre los grupos formados se empled un
ANOVA con gDGC multivariado o Hotelling como medida de comparacién de vectores de

medias.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion morfoldgica

4.1.1 Comportamiento biologico de la poblacion para la caracterizacion

morfoldgica

Durante el primer periodo en la toma de datos se presentaron inconvenientes para el
establecimiento de las plantas en campo. Se observaron problemas como: poca altura de las
parcelas y encharcamiento del agua lluvia entre ellas, impidiendo el buen desarrollo de las
plantas y produciendo focos de enfermedades, asi como el ataque de hormigas arrieras en

algunas accesiones ubicadas a los bordes (Figura 2).

Segun analisis realizado por el Dpto. de Fitopatologia del CATIE, el resultado fue la
presencia de un complejo de hongos a nivel de follaje y algunos tallos, formado por:
Colletotrichum dioscoreae, Cercospora spp., Didymospherica donacina, Phyllosticta
dioscoreae y Ramolaria dioscoreae, en las accesiones: 6319, 6323, 6324, 6346, 7088, 7248,
7311, 7332, 7333, 7363, 10009 y10722. Estos problemas fitosanitarios provocaron la pérdida
completa de algunas accesiones susceptibles, no obstante, algunas otras accesiones contaron

con duplicado en invernadero lo que permitio su establecimiento en campo.

Una investigacion realizada por Rivas-Platero y Chavarria (1997) con 14 accesiones
del banco de germoplasma del CATIE, algunas de las cuales fueron utilizadas en este ensayo,
mostro que las accesiones: 7064, 7066, 11693, 7363, 7248, 7231, 12451, 11735, 6328, 7059,
14329, 11685, 7390 y 11684 son moderadamente resistentes a las infestaciones con
antracnosis (Colletotrichum spp.), mientras que las accesiones: 11693 y 11684 son
susceptibles a virus del mosaico del fiame (Yam Mosaic Virus, con sus siglas en inglés,
YMYV). Las accesiones 11685, 7248, 7231, 7066, 11735, 14329, 7064, 7363, 7059, 6328,
12451 y 7390 resultaron ser moderadamente resistentes al ataque del virus antes mencionado.
Las accesiones 7363 y 7248 mostraron susceptibilidad a la enfermedad en el presente trabajo,
a pesar de haber sido consideradas moderadamente resistentes en el estudio previo. Las
accesiones que estos autores habian considerado moderadamente resistentes y que en este

estudio fueron susceptibles pudieron presentar estas enfermedades debido a condiciones
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climéticas extremas favorables al desarrollo de las enfermedades (las condiciones de humedad
debido a precipitaciones fueron superiores a los promedio encontrados en Turrialba). La
precipitacion total mensual para los meses de abril a junio, 2010 se incremento de 129.3 mm a
280.7 mm (CATIE 2011).

02/10/2009

y

Figura 2. A. Primera siembra. B. Retencion de agua lluvia en el cultivo. C. Presencia de

enfermedades en la accesion 7305. D. Ataque de hormigas arrieras (Atta sp.) a la accesién
6319

El segundo periodo de toma de datos se planificd previo a la siembra para corregir
algunos de los problemas detectados en el primer ensayo. Entre las mejoras presentadas
estaban: formacion de camellones de por lo menos 1.20 m de altura, 1 m de distancia entre
hileras y 0.60 m de distancia entre plantas. Para el segundo ensayo no se observo el ataque de
hormigas arrieras y las enfermedades se presentaron en las mismas accesiones pero con menor

severidad.
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Los resultados de la caracterizacién morfoldgica permitieron determinar el grado de
diversidad entre las 59 accesiones de fiame en estudio. Los descriptores morfoldgicos
cualitativos y cuantitativos permitieron discriminar entre genotipos y el establecimiento de

grupos de accesiones afines.

Es importante destacar que hubo diferencia entre los periodos de latencia y
germinacién entre las diferentes accesiones; de igual modo, algunas accesiones llegaron a
producir flores, tubérculos aéreos y formacion de frutos, no obstante, esta respuesta no se
manifestd en todas las accesiones durante la época de muestreo, lo que imposibilitd la toma de
datos de dichas caracteristicas (Figura 3). Segiin Rouanet (1969) citado por Montaldo (1991),
estableci6 que la precocidad de brotacion de diversos fiames comestibles se dio en el siguiente
orden: D. cayenensis, D. esculenta, D. trifida y D. alata; mientras que para Montaldo (1991) la
floracion es muy escasa en casi todas las especies cultivadas, asi como la formacién de
tubérculos aéreos, solo se presenta en algunas especies. Esta respuesta puede estar asociada
con el hecho de que no todas las especies producen flores (D. trifida y D. bulbifera); y las

demas especies alimenticias tropicales no producen regularmente semillas (Montaldo 1991).

CATIE cuenta con 63 accesiones de fiame y si bien el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la mayor cantidad posible de accesiones, sélo fue posible catacterizar 59 accesiones
debido a la limitad disponibilidad de material. Los descriptores para tubérculo, sugeridos por
el Manual del IPGRI (1997) no fueron evaluados debido a la poca cantidad de material
disponible, como por ejemplo: espesor de la piel del tubérculo, color de la piel del tubérculo
(debajo de la corteza), dureza del tubérculo (cuando se corta con un cuchillo), color de la
pulpa en la seccidn transversal del centro, color de la pulpa en la parte inferior del tubérculo,
uniformidad del color de la pulpa en la seccion transversal (de la corteza al centro), textura de
la pulpa, tiempo de oxidacion de la pulpa después de cortada, color de la oxidacion de la
pulpa, cantidad de resina expulsada por el corte del tubérculo y capacidad del tubérculo
cortado para provocar escozor en la piel humana (cuando se lo refriega sobre el brazo) los
cuales requieren de la destruccion del material. Otros descriptores presentes en el manual del
Manual del IPGRI (1997) fueron evaluados de manera incompleta, debido a que como se

menciona anteriormente, no todas las accesiones presentan todos los estados fenologicos.
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Estos problemas generan bases de datos incompletas lo cual restringe el uso de algunos
métodos multivariados. La mayor parte de estos meétodos requieren de un vector de
observaciones completo, que implica tener datos para todos los descriptores en cada accesion
(Johnson y Wichern 1998). Por este motivo, a partir de la base de datos incompleta se
construyeron bases de descriptores completos para realizar los analisis multivariados.

. e oo

Figura 3. Caracteristicas incompletas evaluadas. A. Floracién. B. Tubérculos aéreos

4.1.2 Analisis descriptivo de la poblacion

En las secciones de tallo (joven y maduro) y hoja (joven y madura) se registraron 10
descriptores: dias de brote, longitud del tallo joven, nimero de entrenudos del tallo joven,
numero de tallos maduros por planta, nimero de entrenudos hasta la primera ramificacion,
numero de ramificaciones en el tallo maduro, diametro del tallo maduro, longitud de los
entrenudos en el tallo maduro, nimero de hojas jovenes y nimero de entrenudos hasta las
hojas totalmente abiertas. Los que presentaron mayor variabilidad fueron: numero de
entrenudos hasta la primera ramificacién (CV 275.90), numero de entrenudos hasta las hojas
totalmente abiertas (CV 171.87) y nimero de hojas jovenes (CV 115.01); mientras que los que
representaron la menor variabilidad fueron: didmetro del tallo maduro (CV 25.93) y longitud
de los entrenudos en el tallo joven (CV 31.83) (Cuadro 7). Segin Gonzalez (2003) estas
variables tienen altos niveles de significancia menores a 0.05 en el anélisis de varianza de su

estudio.

Se registraron cuatro variables cualitativas en el tallo joven y sus diferentes grados de
expresion (Cuadro 8). Se destaca la presencia de alas en el tallo joven (54%) y la ausencia de
pelos en el tallo joven en el 54% de las accesiones. El color predominante del tallo joven es el

verde amarillo y la presencia de espinas en el tallo es poco frecuente. La mayoria de las
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accesiones en estudio corresponden a D. alata; segin Montaldo (1991) esta especie tiene

tallos fuertemente alados, sin espinas y verdes.

Cuadro 7. Estadisticas descriptivas para las variables cuantitativas completas en tallos y
hojas de las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Variables N° de Promedio = Desviacion = Coeficiente = Valores = Valores
observaciones estandar de minimos | maximos
variacion
Dias de brote 59 15.41 15.72 102.00 0.00 37.00
Longitud del tallo 59 80.24 48.64 60.61 14.52 339.00
joven
Ndmero de 59 11.52 3.67 31.83 3.00 21.00
entrenudos en el
tallo joven
Ndmero de tallos 59 2.54 1.09 42.79 1.00 8.00
maduros por planta
Ndmero de 59 1.03 2.85 275.90 0.00 16.00
entrenudos hasta la
primera
ramificacion
Ndmero de 59 5.78 3.35 58.02 1.00 16.00
ramificaciones en el
tallo maduro
Diametro del tallo 59 5.46 1.42 25.93 2.00 10.00
maduro
Longitud de los 59 15.09 5.14 34.05 2.46 37.00
entrenudos en el
tallo maduro
NUmero de hojas 59 4.27 491 115.01 0.00 15.00
jovenes
NUmero de 59 1.71 2.94 171.87 0.00 16.00
entrenudos hasta las
hojas totalmente
abiertas

39



Cuadro 8. Andlisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas del tallo joven para las

59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia = Frecuencia
absoluta relativa
Color del tallo joven 1 Verde 5 0.08
2 Verde morado 7 0.12
3 Verde marrén 1 0.02
4 Marrén oscuro 3 0.05
5 Morado 4 0.07
6 Verde amarillo 39 0.66
Ausencia/presencia de alas en el tallo 1 Ausente 5 0.08
joven
2 Presente 54 0.92
Ausencia/presencia de pelos en el tallo 1 Ausente 54 0.92
joven
2 Presente 5 0.08
Ausencia/presencia de espinas en el tallo 1 Ausente 44 0.75
2 Presente 15 0.25

Las variables cualitativas caracterizadas en el tallo maduro mostraron que el tipo de

planta trepadora, el color del tallo maduro verde, la presencia de alas en el tallo maduro y la

ausencia de pilosidad del tallo maduro (tallos glabros), presentaron la mayor frecuencia en la

poblacion (Cuadro 9). En tallo maduro, el color verde amarillo fue el segundo en importancia

contrario a lo que se presenta en el tallo joven.
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Cuadro 9. Andlisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas del tallo maduro para
las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia = Frecuencia
absoluta relativa
Tipo de planta 1 Enana 1 0.02
2 Tipo arbusto 1 0.02
3 Trepadora 57 0.97
Color del tallo maduro 1 Verde 49 0.83
2 Verde morado 0 0
3 Verde marron 0 0
4 Marrén oscuro 0 0
5 Morado 1 0.02
6 Verde amarillo 9 0.15

Ausencia/presencia de 1 Ausente 5 0.08
alas en el tallo maduro

Presente 54 0.92

Pilosidad del tallo 1 Ausente 55 0.93
maduro

2 Presente 4 0.07

Las caracteristicas cualitativas evaluadas en la hoja joven mostraron que el color
amarillento con un peciolo verde, se presenta con mayor frecuencia, sin embargo, algunos
genotipos presentan una base morada. De igual modo, las accesiones sin pilosidad en la hoja

(glabras) también se presentaron en mayor numero (Cuadro 10).

Las caracteristicas cualitativas de la hoja madura més frecuentes fueron: posicion de
las hojas alternas, tipo de hoja madura simple, lobulado de la hoja madura profundo, sin
pilosidad en el haz de la hoja madura y en su peciolo, con un 93% en cada una de ellas.
Mientras que en el color de la hoja madura, el caracter verde oscuro se presento en el 88% de
la poblacidn, y la forma de la hoja sagitiforme (ancha o larga) es la mas frecuente (Cuadro 11).
Segin Montaldo (1991), las especies D. alata, D. cayenensis y D. esculenta presentan hojas
sagitiformes (acorazonada), simples, alternas; mientras que las D. trifida son astadas

(palmadas).
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Cuadro 10. Analisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de la hoja joven para
las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia Frecuencia
absoluta relativa
Primer brote de las hojas 1 Temprano 37 0.64
2 Tardio 21 0.36
Color de la hoja joven 1 Amarillento 46 0.78
2 Verde claro 11 0.19
3 Verde oscuro 1 0.02
4 Verde morado 0 0
5 Morado 1 0.02
Color del borde de la hoja joven 1 Verde 28 0.47
2 Morado 31 0.53
Color del peciolo de la hoja 1 Todo verde con la base morado 14 0.24
joven
2 Todo verde con la junta de la 0 0
hoja morada
3 Todo verde morado en ambas 11 0.19
puntas
4 Todo verde morado con base 4 0.07
morada
5 Todo verde morado con junta 0 0
de la hoja morada
6 Todo verde morado, ambas 0 0
puntas moradas
7 Verde 19 0.32
8 Morado 0 0
9 Verde marrén 1 0.02
10 Marrén 0 0
11 Marrén oscuro 0 0
12 Otro (Verde amarillento) 10 0.17
Pilosidad del haz/envés de las 1 Sin pilosidad 55 0.93
hojas jovenes
2 Haz 0 0
3 Envés 0 0
Ambas 4 0.07
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Cuadro 11. Anélisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de la hoja madura
para las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Carécter Frecuencia = Frecuencia
absoluta relativa
Posicién de las hojas maduras 1 Alternas 4 0.07
2 Opuestas 0 0
3 Alternadas en la 55 0.93
base/opuestas mas arriba
Tipo de hoja madura 1 Simple 55 0.93
2 Compuesta 4 0.07
Lobulado de la hoja madura 1 Lobulado poco profundo 5 0.08
2 Lobulado profundo 54 0.92
Color de las hojas maduras 1 Amarillenta 1 0.02
2 Verde clara 0 0
3 Verde oscura 52 0.88
4 Verde morada 6 0.1
Pilosidad en el haz hoja madura 1 Sin pilosidad 55 0.93
2 Escasa 0 0
3 Densa 4 0.07
Pilosidad del peciolo de la hoja madura 1 Sin pilosidad 55 0.93
2 Escasa 0 0
3 Densa 4 0.07
Forma de la hoja madura 1 Cordiforme ancha 2 0.03
2 Sagitiforme larga 24 0.41
3 Sagitiforme ancha 28 0.47
4 Astada 0 0
5 Otras (Trifoliada) 5 0.08
Ondulacién de la hoja madura 1 Sin ondulacion 4 0.07
2 Poca 37 0.63
3 Mucha 18 0.31
Posicién de la parte mas ancha de la hoja 1 Tercio superior 5 0.08
madura
2 Medio 53 0.9
3 Tercio inferior 1 0.02
Pilosidad del peciolo de la hoja madura 1 Sin pilosidad 54 0.92
2 Escasa 1 0.02
3 Densa 4 0.07
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Cuadro 11. (Cont.). Analisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de la hoja
madura para las 59 accesiones de flame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia = Frecuencia
absoluta relativa
Color del peciolo de la hoja 1 Todo verde con la base morada 14 0.24
madura
2 Todo verde con la junta de la 0 0
hoja morada
3 Todo verde morado en ambas 11 0.19
puntas
4 Todo verde morado con base 4 0.07
morada
5 Todo verde morado con junta de 0 0
la hoja morada
6 Todo verde morado, ambas 0 0
puntas moradas
7 Verde 19 0.32
8 Morado 0 0
9 Verde marron 1 0.02
10 Marrén 0 0
11 Marrén oscuro 0 0
12 Otro (Todo verde con base 10 0.17
marron)
Espinosidad del peciolo de la hoja 1 Escasa 55 0.93
madura
Densa 4 0.07
Ausencia/presencia de estipulas 1 Ausente 16 0.27
en la hoja madura
2 Presente 43 0.73

En la evaluacion de la caracteristica de floracion se observo que el 91% de las

accesiones no florecid; mientras que un 9% tuvo floracién durante los 2 afios evaluados

(Cuadro 12). Las pocas accesiones que presentaron flores, estas no pasaban de capullo y se

adsicionaban por este motivo no se registré ningan descriptor de flor.

Cuadro 12. Analisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de la floracion para

las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia Frecuencia
absoluta relativa
Floracion 1 Sin floracién 53 0.91
2 Floracién en algunos afios 0 0
3 Floracion todos los afios 5 0.09
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Respecto a la evaluacion de los tubérculos aéreos observamos que la frecuencia de
accesiones con ausencia de tubérculos aéreos fue mayor; mientras que Unicamente un 12% de
las accesiones tuvieron ese tipo de tubérculos (Cuadro 13). Esto es una caracteristica particular
de la especie D. bulbifera. En las accesiones del CATIE hay identificada dos como D.
bulbifera, por lo que posiblemente algunas D. sp. sean D. bulbifera. Se ha reportado sin
embargo, que algunas especies distintas de la de D. bulbifera presentan tubérculos aéreos

rudimentarios (Nelly VVasquez com. pers.).

Cuadro 13. Analisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de los tubérculos
aéreos para las 59 accesiones de fiame (Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia Frecuencia
absoluta relativa
Ausencia/presencia de tubérculos 1 Ausente 52 0.88
aéreos
2 Presente 7 0.12

Otro resultado importante de destacar es que un 92% de la poblacion en estudio mostro
una altura de tallo localizada entre 2-10 m y una longitud del peciolo de la hoja madura entre

6-9 cm con frecuencia de 53% Yy 46% para el caracter > 10 cm (Cuadro 14).

Cuadro 14. Analisis de frecuencia para las caracteristicas cualitativas de la altura del tallo
maduro y la longitud del peciolo de la hoja madura para las 59 accesiones de fiame
(Dioscorea spp.)

Caracteristicas Clase Caracter Frecuencia Frecuencia
absoluta relativa

Altura del tallo maduro 1 <2m 4 0.07

2 2-10m 54 0.92

3 >10m 1 0.02
Longitud del peciolo de la hoja 1 <5cm 1 0.02
madura

2 6-9cm 31 0.53

3 >10cm 27 0.46

45



4.1.3 Analisis estadistico inferencial de los datos de la poblacion

4.1.3.1 Agrupacion de las accesiones en funcion de variables
cuantitativas

La base de datos de descriptores cuantitativos completos sélo contenia 10 descriptores
(dias de brote, longitud del tallo joven, nimero de entrenudos del tallo joven, nimero de tallos
maduros por planta, numero de entrenudos hasta la primera ramificacién, nimero de
ramificaciones en el tallo maduro, didmetro del tallo maduro, longitud de los entrenudos en el
tallo maduro, nimero de hojas jovenes y nimero de entrenudos hasta las hojas totalmente
abiertas). En el andlisis estadistico de conglomerado jerarquico de las accesiones de fiame
usando las variables cuantitativas completas (método de Ward y distancia Euclidea)
identificaron seis grupos. El analisis multivariado de varianza para estos seis grupos mostro
diferencia significativa entre ellos (p<0.0001). Utilizando una prueba gDGC multivariada se
pudo verificar a posteriori que los seis grupos difieren entre si (p<0.05, Anexo 6).

Las estadisticas descriptivas (promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion,
valor maximo y minimo) de los descriptores usados para el agrupamiento de las accesiones se
calcularon para cada uno de los seis grupo formados (Cuadro 15). A continuacién se describe

cada uno de los seis grupos (Figura 4).

Para el Grupo 1 las caracteristicas que mas contribuyeron a la asociacién de las 14
accesiones son: los dias hasta el brote con 30 dias entre la plantacién y el brote; la longitud
promedio del tallo joven de 53.07 cm (20 dias después del brote, ddb); y el nimero de tallos
maduros por planta de 3 tallos en un promedio de 5 plantas. Las accesiones que constituyen el
Grupo 1 fueron las siguientes: 6319, 12470, 6323, 7088, 7248, 10009, 10715 A, 6322B, 6348
A, 6322 C, 6348 B, 6348 C, 6668 y 9476 (Figura 4).

Las accesiones 6569, 6664, 7363, 10727, 7067, 7064, 7332, 13312, 7060, 7066, 11685
y 7305, que constituyen el Grupo 2 se caracterizan porque no habian brotado antes de la
plantacién ni tenian entrenudos hasta la primera ramificacion en un promedio de 5 plantas por
accesion. A los 20 ddb el nimero de entrenudos en el tallo joven fue de 15y a los 30 ddb el

numero de hojas jévenes era de 9. (Figura 4).
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El Grupo 3 esta conformado por las accesiones 6670, 7299, 7059, 10718, 7291, 7356,
7297, 11425, 11684, 11693 y 12174. ElI namero de ramificaciones en el tallo maduro, con 8
ramas sobre la superficie y el niUmero de entrenudos en la primera ramificacion son variables

indicadoras en la formacion de grupo (Figura 4).

El Grupo 4 estd formado por tres accesiones (6674, 11690 y 11735). Las variables y
sus valores como: longitud del tallo joven de 154.44 cm, el didmetro del tallo maduro con 8
cm medidos a los 15 cm de la base de la planta, la longitud de los entrenudos en el tallo
maduro de 27.67 cm medidos a una altura de un metro en un promedio de cinco plantas, y el
nimero de tallos maduros por planta con 1.67 de un promedio de 5 plantas; son las

caracteristicas mas sobresalientes del grupo (Figura 4).

En el Grupo 5 que agrupa 16 accesiones, tiene variables definidas para la separacion
como: numero de entrenudos hasta la primera ramificacion de 0.44 de un promedio de cinco
plantas; longitud de los entrenudos en el tallo maduro de 12.34 cm a la altura de un metro en
un promedio de cinco plantas, y el nimero de entrenudos hasta las hojas totalmente abiertas de
0.62 promediado en cinco plantas. Las accesiones presentes en éste grupo fueron: 6322 A,
10715 B, 6324, 10722, 6344, 10733, 6346, 6347, 7079, 7231, 12460, 13175, 7311, 7333,
12451 y 10739 (Figura 4).

El Grupo 6 cuenta con 3 accesiones (6327 A, 6328 y 6327 B) y las variables que lo
distinguen son: el nimero de entrenudos hasta la primera ramificacion y el nimero de
entrenudos hasta las hojas totalmente abiertas con 12 ramificaciones y entrenudos
respectivamente, el nimero de ramificaciones en el tallo maduro fue de una rama sobre la
superficie; y sin hojas jovenes a los 30 ddb (Figura 4). Es importante tener en cuenta, que se
debe incluir las caracteristicas para clasificar las especies y asi clasificar las accesiones que
cuenten con mas de una repeticién, como por ejemplo: modalidad de trepado de la planta,
relacion entre los tubérculos subterraneos, tipo de cormo, forma del tubérculo y color del

tubérculo.
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Cuadro 15. Estadisticas descriptivas de los 6 grupos formados usando descriptores cuantitativos completos

Grupo Resumen = DIBRO ' LONTAJO | ENTAJO NUTAMA @ ENTPRIRAM | NURAMTAMA @ DIATAMA | LONANTALMA NUMHOJOV | NUMENTHO
1(n=14) Media 30.57 = 53.07 8.86 3.36 0.50 6.93 5.47 15.27 0.29 1.57
D.E. 9.83 19.96 2.85 1.60 0.85 4.05 1.07 2.46 1.07 1.60
Cv 3217 | 3761 32.20 47.61 170.97 58.41 19.65 16.11 374.17 102.05
Min 0.00 17.50 3.00 2.00 0.00 2.00 4.00 11.00 0.00 0.00
Max 37.00 @ 94.00 13.00 8.00 3.00 16.00 7.94 21.00 4.00 5.00
2(n=12) Media 0.00 101.23 15.42 2.75 0.00 4.42 5.39 13.77 9.58 0.67
D.E. 0.00 45.92 271 0.45 0.00 1.38 0.78 1.64 3.00 0.89
CcVv sd 45.36 17.59 16.45 sd 31.22 14.43 11.89 31.29 133.14
Min 0.00 14.52 11.00 2.00 0.00 2.00 4.00 10.00 7.00 0.00
Méx 0.00 205.00 21.00 3.00 0.00 8.00 7.00 16.00 15.00 2.00
3(n=11) Media 29.18  77.30 12.82 2.09 0.45 8.36 6.20 15.50 7.73 1.45
D.E. 4.60 8.73 1.60 0.54 0.69 2.98 0.98 2.48 4.52 0.82
Ccv 1576 = 11.29 12.49 25.80 151.26 35.58 15.81 16.00 58.48 56.39
Min 23.00 @ 66.10 11.00 1.00 0.00 4.00 4.00 12.00 0.00 0.00
Méx 35.00 @ 99.30 16.00 3.00 2.00 14.00 7.00 20.00 13.00 2.00
4(n=3) | Media 20.67 = 154.44 14.33 1.67 1.67 3.67 8.00 27.67 2.00 2.67
D.E. 18.58 ' 165.00 2.52 1.15 2.89 1.53 2.00 12.10 3.46 4.62
Ccv 89.92  106.84 17.56 69.28 173.21 41.66 25.00 43.72 173.21 173.21
Min 0.00 21.20 12.00 1.00 0.00 2.00 6.00 14.00 0.00 0.00
Méx 36.00 @ 339.00 17.00 3.00 5.00 5.00 10.00 37.00 6.00 8.00
5(n=16) Media 431 76.90 0.88 2.25 0.44 5.19 4.83 12.34 2.63 0.63
D.E. 9.30 33.74 2.06 0.86 0.63 3.06 1.47 4.69 4.10 0.89
Ccv 21566 = 43.87 20.88 38.06 143.81 58.98 30.39 37.99 156.07 141.61
Min 0.00 19.00 6.00 1.00 0.00 2.00 2.93 2.46 0.00 0.00
Max 25.00 146.86 13.00 4.00 2.00 14.00 8.00 19.00 10.00 3.00
6(n=3)  Media 9.67 77.58 9.50 2.00 12.33 1.67 3.86 20.17 0.00 12.33
D.E. 16.74 = 45.39 7.47 0.00 3.51 0.58 1.64 4.65 0.00 3.51
Cv 17321 5851 78.60 0.00 28.47 34.64 42.37 23.04 sd 28.47
Min 0.00 51.25 4.00 2.00 9.00 1.00 2.00 17.00 0.00 9.00
Méax 29.00 = 130.00 18.00 2.00 16.00 2.00 5.07 25.50 0.00 16.00
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Figura 4. Dendrograma obtenido por analisis de conglomerados (método de Ward, distancia
Euclidea) de las variables cuantitativas completas caracterizadas en 59 accesiones de fiame

(Dioscorea spp.).

El analisis de funciones discriminantes para los descriptores cuantitativos muestra que
el eje canonico uno, separa claramente el Grupo 6 de los demas grupos, indicando que es el
que mas difiere con respecto a los demas. En el eje candnico dos, se separan los Grupos 1, 3y
4 de los Grupos 2 y 5; mientras que los Grupos 1-3, 1-4, y 3-4 se mezclan entre ellos (Figura
5). El Grupo 5 es el mas cercano al Grupo 3 por lo que se puede decir que son grupos
parecidos. EI Grupo 6 estd compuesto completamente por accesiones de D. alata y es el méas
diferente del resto. Sin embargo, también hay accesiones de D. alata que se presentan en los
demés grupos. Recordemos que D. alata era la especie con mas accesiones dentro de la
coleccion, y que de los 10 descriptores completos representan apenas un 15% de los
descriptores cualitativos del IPGRI (1997). La ausencia de algunos descriptores importantes
en esta clasificacion puede llevar a que D. alata aparezca mezclada con el resto de las

especies.
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Figura 5. Gréafico de funciones discriminantes entre grupos para las 59 accesiones de fiames
(Dioscorea spp.) descritas.

El andlisis discriminante lineal mostrd que las dos primeras funciones discriminantes
son suficientes para clasificar los grupos formados, ya que la representacion grafica explica
una variabilidad del 86.39%. Para identificar las variables con mayor peso en la
discriminacion se buscan los autovalores con mayor valor absoluto (esto debido a que los
autovalores pueden ser positivos y negativos). Las variables con mayor capacidad
discriminante en la primera funcion fueron dias de brote, niUmero de entrenudos en el tallo
joven y numero de entre nudos hasta la primera ramificacion; mientras que en el eje dos
fueron dias de brote, nimero de tallos maduros por planta y nimero de entrenudos hasta la
primera ramificacion (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Analisis discriminante para las variables cuantitativas-datos estandarizados con
las varianzas comunes

Variables Ejel Eje2 |
Dias de brote (DB) 081 | -1.00
Longitud del tallo joven (LTJ) 0.52 0.35
Numero de entrenudos en el tallo joven (NETJ) -0.71 -0.14
Numero de tallos maduros por planta (NTMP) 0.39
NUmero de entrenudos hasta la primera ramificacion (NEPR) 0.92
Numero de ramificaciones en el tallo maduro (NRTM) 0.03 -0.01
Diametro del tallo maduro (DTM) -0.20 -0.32
Longitud de los entrenudos en el tallo maduro (LETM) 0.54 -0.34
NUmero de hojas jovenes (NHJ) -0.37 0.33
Numero de entrenudos hasta las hojas totalmente abiertas (NEHTA) 0.33 -0.17

Las funciones discriminantes permiten identificar los 6 grupos formados con menos del

5% de error estimado mediante la tasa de error aparente (Cuadro 17).

Cuadro 17. Tabla de clasificacion cruzada para los grupos formados

Grupos 1 2 3 4 5 6 Total Error (%)
14 0 0 0 0 0 14 0.00

2 0 11 0 0 1 0 12 8.33

3 0 0 11 0 0 0 11 0.00

4 0 0 0 3 0 0 3 0.00

5 0 0 1 0 15 0 16 6.25

6 0 0 0 0 3 3 0.00
Total 14 11 12 3 16 3 59 3.39

Se grafico el ordenamiento obtenido por medio del analisis de coordenadas principales
mediante y la técnica de &rbol de recorrido minimo para los descriptores cuantitativos, usando
distancia Euclidea para el conjunto de descriptores cuantitativos completos (Figura 6). Las
primeras dos coordenadas principales explican un 24.4% y un 20.3% respectivamente. Las
accesiones que presentaron mayor similitud fueron: 7363 con 10727. Este resultado coincide
con el andlisis de conglomerados. El &rbol de recorrido minimo une las accesiones mas
parecidas primero, generando asi una especie de mapa de las relaciones entre ellas. Como se
observa en el arbol de recorrido minimo la mayoria de las accesiones estdn muy cercanas, o
que confirma nuevamente que la cantidad de descriptores (10 en este caso) no es suficiente

para discriminarlas completamente. Las accesiones que mas se diferenciaron del resto fueron:
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6327A, 6327B, 6328, pertenecientes al Grupo 6, 6674 y 11690 del Grupo 4, la 7060 del Grupo
2y la 9476 del Grupo 1.
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6323
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Figura 6. Arbol de recorrido minimo obtenido mediante analisis de coordenadas principales

usando distancias de Euclidea para el conjunto de descriptores cuantitativos.

4.1.4 Agrupacion de las accesiones en funcion de variables cualitativas

De las 37 variables cualitativas consideradas s6lo 27 formaron parte de la base de datos
completas. En el analisis de conglomerado con las variables cualitativas completas usando el
método de Ward y una distancia obtenida a partir de los coeficientes de similaridad de

Jaccard, observamos la formacidn de 6 grupos en el dendograma (Figura 7).

El Grupo 3 cuenta con la mayor cantidad de individuos agrupados cualitativamente
con la especies Discorea spp. procedentes principalmente de Panam4, indicando la posibilidad
de que las accesiones pertenezcan a la misma especie. EI Grupo 5 cuenta con cuatro
accesiones, dentro del mismo la accesiones 11735 y 11690 son similares y ambas son D. alata
de CR; mientras que las otras son D. dumetotum y Discorea spp. En el caso del Grupo 6

cuenta con cinco accesiones de diferentes especies y procedencia, el Grupo 2 tiene especies
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menos diversas D. alata y D. spp. con diferentes procedencias. EI Grupo 4 con D. alata y D.
spp. procedentes de Panama y Puerto Rico, mientras que el Grupo 1 tiene accesiones

diferentes en especies y procedencia con respecto a los demas.
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Figura 7. Dendograma obtenido por analisis de conglomerados (método de Ward, distancia

calculada a partir de la similitud de Jaccard) de las variables cualitativas completas.

Para probar la independencia entre las variables cualitativas y cada uno de los grupos
conformados, se confeccionaron tablas de contingencia. Se uso la prueba de Chi cuadrado
MV-G2 para probar esta hipotesis con los grupos formados y las categorias de las variables
asociadas, usando una significancia de p < 0.05.

En el analisis cualitativo las variables que no presentaron significancia en la relacion
de los descriptores con los grupos formados fueron: color del tallo joven, ausencia/presencia
de espinas en el tallo joven, tipo de planta, habito de trepado de la planta, color del tallo
maduro, primer brote de las hojas, color de las hojas jovenes, posicion de las hojas maduras,
borde de la hoja madura, color de las hojas maduras, forma del apice de la hoja madura,

posicion de la parte mas ancha de la hoja madura, pilosidad del peciolo de la hoja madura,
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ausencia/presencia de tubérculos aéreos, ausencia/presencia de tubérculos subterraneos, y tipo

de tubérculos subterraneos.

Las variables significativas de tallo y hoja fueron: ausencia/presencia de pelos en el
tallo joven, forma de la hoja madura, ausencia/presencia de alas en el tallo joven,
ausencia/presencia de alas en el tallo maduro, pilosidad en el tallo maduro, color del borde de
la hoja joven, color del peciolo de la hoja joven, pilosidad del haz/ envés de la hoja joven, tipo
de la hoja madura, lobulado de la hoja madura, pilosidad en el haz de la hoja madura,
pilosidad en el envés de la hoja madura, ondulacion de la hoja madura, color del peciolo de la
hoja madura, espinosidad del peciolo de la hoja madura, ausencia/presencia de estipulas en la
hoja madura, y floracion.

Podemos observar por ejemplo, que la variable observada en el tallo joven:
ausencia/presencia de alas en el tallo joven con su caracteristica presente y ausencia/presencia
de pelos en el tallo joven con la caracteristica ausente se relacionan mucho més con el Grupo
1, 2, 3, 4 y 6; mientras, que la caracteristicas ausente y presente de las variables ausencia/
presencia de alas en el tallo joven y ausencia/presencia de pelos en el tallo joven se asocian

maés al Grupo 5 (Cuadro 18).

Las variables del tallo maduro como ausencia/ presencia de alas con la caracteristica
presente y la pilosidad del tallo maduro con la caracteristica sin pilosidad se presenta en los
Grupos 1, 2, 3, 4 y 6; mientras que las caracteristicas como ausente y escasa se inclinan mas
al Grupo 5 (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Variables cualitativas completas que mostraron falta de independencia en los
grupos por las caracteristicas evaluadas en la parte del tallo

Variables Caracteristicas | Grupo = Grupo = Grupo @ Grupo = Grupo Grupo @ Total
1 2 3 4 5 6
Ausente 0 0 0 0 4 1 5
Ausencia/presencia de = Presente 10 8 20 11 0 4 53
alas en el tallo joven
Total 10 8 20 11 4 5 58
Ausente 10 8 19 11 0 5 53
Ausencia/presencia de = Presente 0 0 1 0 4 0 5
pelos en el tallo joven
Total 10 8 20 11 4 5 58
Ausente 0 0 0 0 4 1 5
Ausencia/presencia de = Presente 10 8 20 11 0 4 53
alas en el tallo
maduro
Total 10 8 20 11 4 5 58
Sin pilosidad 10 8 20 11 0 5 54
Pilosidad del tallo Escasa 0 0 0 0 4 0 4
maduro
Total 10 8 20 11 4 5 58

Por ejemplo, tenemos que en el Grupo 5 las 4 accesiones que lo conforman en las
variables de tipo de hoja madura son compuestas, y son densas en variables como pilosidad
del haz de la hoja madura y en la pilosidad del envés de la hoja madura. Ademas, no presenta
ondulacién de la hoja madura; mientras que en la variable floracién, la caracteristica que mas
sobresale es la de floracion todos los afios. Este grupo se comporta diferente al resto de las

accesiones (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Variables cualitativas completas que mostraron falta de independencia en los

grupos por las caracteristicas evaluadas en la parte de la hoja

Variables Caracteristicas Grupo = Grupo Grupo | Grupo @ Grupo @ Grupo @ Total
1 2 3 4 5 6
Verde 2 7 3 10 4 2 28
Color del borde de la Morado 8 1 17 1 0 3 30
hoja joven
Total 10 8 20 11 4 5 58
Todo verde con la 0 0 14 0 0 0 14
base morada
Todo verde, morado 10 0 0 0 0 0 10
en ambas puntas
Todo verde morado 0 0 1 0 0 3 4
con base morada
Color del peciolo de la Verde 0 0 3 11 4 1 19
hoja joven
Verde marron 0 0 0 0 0 1 1
Otro 0 8 2 0 0 0 10
Total 10 8 20 11 4 5 58
Sin pilosidad 10 8 20 11 0 5 54
Pilosidad del haz/envés Ambas 0 0 0 0 4 0 4
de la hoja joven
Total 10 8 20 11 4 5 58
Simple 10 8 20 11 0 5 54
Tipo de hoja madura Compuesta 0 0 0 0 4 0 4
Total 10 8 20 11 4 5 58
Lobulado poco 0 0 0 0 4 1 5
profundo
Lobulado de la hoja Lobulado profundo 10 8 20 11 0 4 53
madura
Total 10 8 20 11 4 5 58
Sin pilosidad 10 8 20 11 0 5 54
Pilosidad en haz de la Densa 0 0 0 0 4 0 4
hoja madura
Total 10 8 20 11 4 5 58
Sin pilosidad 10 8 20 11 0 5 54
Pilosidad en el envés de Densa 0 0 0 0 4 0 4
la hoja madura
Total 10 8 20 11 4 5 58
Cordiforme ancha 1 0 0 0 0 1 2
Sagitiforme larga 4 3 6 9 0 1 23
Forma de la hoja madura = Sagitiforme ancha 5 5 14 2 0 2 28
Otro 0 0 0 0 4 1 5
Total 10 8 20 11 4 5 58
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Cuadro 19 (Cont.). Variables cualitativas completas que mostraron falta de independencia en
los grupos por las caracteristicas evaluadas en la parte de la hoja

Variables Caracteristicas Grupo = Grupo @ Grupo @ Grupo @ Grupo @ Grupo @ Total
1 2 3 4 5 6
Sin ondulacién 0 0 0 0 4 0 4
Ondulacién de la hoja Poca 7 6 9 10 0 4 36
madura
Mucha 3 2 11 1 0 1 18
Total 10 8 20 11 4 5 58
Todo verde con la 0 0 14 0 0 0 14
base morada
Todo verde, morado 10 0 0 0 0 0 10
en ambas puntas
Todo verde morado 0 0 1 0 0 3 4
con base morada
Color del peciolo de la hoja | Verde 0 0 3 11 4 1 19
madura
Verde marron 0 0 0 0 0 1 1
Otro 0 8 2 0 0 0 10
Total 10 8 20 11 4 5 58
Sin espinosidad 10 8 20 11 0 5 54
Espinosidad del peciolo de | Escasa 0 0 0 0 4 0 4
la hoja madura
Total 10 8 20 11 4 5 58
Ausente 2 1 1 2 4 5 15
Ausencia/presencia de Presente 8 7 19 9 0 0 43
estipulas en la hoja madura
Total 10 8 20 11 4 5 58

Podemos observar que en los Grupos 1, 2, 3, y 4 el comportamiento es muy similar en

cuanto a la caracteristica de floracion y se caracteriza por no florecer; mientras que los Grupo

5y 6 presentaron floraciones todos los afios (Cuadro 20).

Cuadro 20. Variables cualitativas completas que mostraron falta de independencia en los
grupos por las caracteristicas evaluadas en la parte de floracion

Variables Caracteristicas Grupo | Grupo @ Grupo | Grupo @ Grupo @ Grupo @ Total
1 2 3 4 5 6
Sin floracion 10 8 20 11 0 4 53
Floracion Floracién todos los 0 0 0 0 4 1 5
afos
Total 10 8 20 11 4 5 58
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Se realiz6 un Biplot a partir de un andlisis de correspondencia maltiple para mostrar en
forma sintética la asociacion entre los grupos y las categorias de cada variable cualitativa
significativa (Figura 8). Los descriptores floracion todos los afios y tipo de hoja compuesta se
asocian mas al Grupo 5 mientras que los descriptores sin floracion se asocian a 1os Grupos 2,
3 y 4. Los descriptores color del peciolo de la hoja joven (CPHJ) y madura (CPHM) se
asocian a los Grupos 2 y 3, con su categoria todo verde con la base morada. La variable
pilosidad del tallo maduro (PTM) con su categoria sin pilosidad es muy particular del Grupo
4; asi como, la variable color del peciolo de la hoja joven (CPHJ) y madura (CPHM), con su
categoria verde. En el Grupo 1 la categoria todo verde, morado en ambas puntas es muy
especifico; mientras que para el Grupo 6, la categoria todo verde con la base morada y verde
marron se presentan para las variables color del peciolo de la hoja joven (CPHJ) y madura
(CPHM).
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' B Grupos Cuali
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2.331 | |
Todo verde morado, con base morada
178 ©
1.221 Todo verde, morado en ambas puntas
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Figura 8. Gréafico Biplot obtenido del andlisis de correspondencia de las variables cualitativas
maés discriminantes (PTM, CPHJ, THM, CPHM y F).
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Los ordenamientos obtenidos por medio del analisis de coordenadas principales usando
el indice de similitud de Jaccard y la técnica de arbol de recorrido minimo para los
descriptores cualitativos mostraron que las accesiones con mayor similitud fueron las
accesiones 10718 y 12174, y las mas disimiles fueron 6674 con la 6670. Los componentes
principales solo explican el 14.9% en la variabilidad del CP1 y un 12.1% en CP2, donde
representan un porcentaje de variabilidad de 27.0% (Figura 9). Si bien estos valores parecieran
ser bajos, las representaciones con datos binarios como los usados con la similitud de Jaccard
nunca muestran porcentajes de explicacién elevados. Comparando este ordenamiento con el
obtenido mediante variables cuantitativas completas se puede observar que las accesiones
6327Ay 6327B siguen mostrando mayor diferencia con el resto al igual que la 6674.
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Figura 9. Arbol de recorrido minimo obtenido mediante analisis de coordenadas principales

usando el indice de similitud de Jaccard y el conjunto de descriptores cualitativos.
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4.1.5 Agrupacion de las accesiones en funcion de variables cualitativas y

cuantitativas

El Dendrograma obtenido con el andlisis de conglomerado jerarquico de las variables
cualitativas y cuantitativas, usando el método de Ward y la distancia obtenida, a partir del

coeficiente de similaridad de Gower nos muestra la formacion de seis grupos (Figura 10).

El Grupo 4 contiene el mayor numero de accesiones (19 individuos); mientras que el
Grupo 6 muestra cuatro accesiones. Los grupos con mas similitud por las variables
cualitativas y cuantitativas son el Grupo 1 con el Grupo 2; y los de menor similitud, el
Grupo 1 con respecto al Grupo 6. Los grupos 1, 3, y 5 se constituyen por 10 accesiones cada

uno.

El Grupo 1 esté constituido por las accesiones 6319, 7067, 10733, 6328, 9476, 6322
B, 6322C, 6323, 7311 y 11685; y en el Grupo 2, la 6344, 6569, 6348B, 6348C y 6678.
Agrupadas en el Grupo 3 tenemos la 6346, 6347, 6664, 7332, 7064, 7305, 7363, 7066, 13175
y 13312; mientras que el Grupo 4 lo conforman las accesiones: 6670, 7291, 7356, 7059,
7231, 7248, 7297, 7299, 7088, 10718, 11684, 12,174, 10009, 11693, 12470, 10715A, 10739,
11425 y 12460.:El Grupo 5 son la 6322A, 6324, 10175B, 7060, 10727, 7333, 12451, 7079 y
10722 y 6327, agrupadas en el Grupo 6 tenemos las accesiones 6327A, 11690, 11735y 6674.

En el Grupo 3 y el Grupo 4, algunas accesiones pertenecen a la lista que presenta
Rivas-Platero y Chavarria (1997), por lo que podriamos decir que entre ellas hay moderada
resistencia y susceptibles. EI Grupo 2 lo conforma una Unica accesion y en el Grupo 6 la
accesion 6674, y las accesiones mas similares son 116693 y 12174.del Grupo 4. Se puede
sefialar que algunos grupos son muy similares a los agrupamientos formados en el
dendrograma de variables cualitativas completas, Los Grupos como el Grupo 1 es muy
similar en algunas accesiones de la cualitativa, el Grupo 4 con el Grupo 3, Grupo 3 con
Grupo 2, Grupo 5 con Grupo 4 y Grupo 6 con algunos del Grupo 5 del dendrograma con

las cualitativas.
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Figura 10. Dendrograma obtenido por anélisis de conglomerados (método de Ward, distancia
calculada a partir de la similitud de Gower) de las variables cualitativas y cuantitativas

completas.

El arbol de recorrido minimo obtenido mediante analisis de Coordenadas Principales
usando la distancia construida a partir del indice de similaridad de Gower para los descriptores
cuantitativos y cualitativos completos; mostraron que las accesiones méas diferentes fueron las
accesiones pertenecientes al grupo de D. alata como se explican en los arboles de recorrido

minimo obtenidos por las variables cuantitativas y cualitativas por separado.
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Figura 11. Arbol de recorrido minimo obtenido mediante analisis de Coordenadas Principales
usando distancia construida a partir del indice de similaridad de Gower para los descriptores

cuantitativos y cualitativos completos.

De los 155 descriptores morfoldgicos que se establecen para la caracterizacion de la
planta de flame (IPGRI 1997), se utilizaron Unicamente 60 descriptores en la evaluacion de las
59 accesiones de Dioscorea spp. que corresponden a las caracteristicas de desarrollo
vegetativo de tallo, hojas, floracion, fruto, tubérculos aéreos y subterraneos. Las 60
caracteristicas seleccionadas para la evaluacion se dividieron en 23 caracteristicas
cuantitativas y 37 cualitativas codificadas. De las 23 variables cuantitativas sélo 10 tienen
datos completos, y sobresalen en las en las secciones de tallo y hoja, en su estado joven y
maduro. Gonzélez (2003) coincide en que las variables mas discriminantes estan en la seccién
del tallo. Las 37 variables cualitativas, s6lo 33 son las que mas discriminantes segun el analisis
discriminante. La caracterizacion morfologica reveld que las accesiones tienden a ubicar la
mayor frecuencia en el color amarillento en la hoja con un peciolo verde o morado y en
algunos casos con hojas glabras en hojas jovenes, mientras que en hojas maduras el color
verde oscuro con peciolos verdes, verdes con base morada y verdes con base marron. En las

accesiones evaluadas la mayoria presentaron hojas alternadas en la base y opuestas mas arriba,
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con tipo de hoja simple, no mostraron pilosidad del peciolo ni en el haz; mientras que a su vez

no presentaban floraciones anuales, tubérculos aéreos.

4.2 Caracterizacion molecular

4.2.1 Comportamiento biologico de la poblacion para la caracterizacion

molecular

Las extracciones de ADN, llevadas a cabo tres veces consecutivas, presentaron muchos
problemas. La primera extraccion realizada a inicios del 2010 con material vegetal tierno,
present6 inconvenientes debido a que el equipo o los reactivos utilizados no fueron de buena
calidad. Se realiz6 una segunda extraccion, utilizando material vegetal en etapa adulta (hojas
muy maduras), que tampoco dio buenos resultados. Fue asi como, una tercera extraccion
utilizando material tierno para la mayoria de las accesiones y material proveniente de cultivo
in vitro para otras (6348 A, 10733, 11690 y 11735), permitio la obtencion de mejor cantidad y
calidad de ADN. Esto a su vez hizo posible desarrollar el protocolo de amplificacion
(restriccion, ligacion, preamplificacion y amplificacion de ADN por las combinaciones
enzima/primer). Ademas, permitio determinar, la dilucién dptima de la preamplificacion para

realizar la amplificacién de cada combinacion de enzimas-primer.

4.2.1.1 Aislamiento y concentracion de ADN

Para este trabajo se propuso un protocolo estandarizado desarrollado en colaboracion
con Ph. D. Albertazzi y M.Sc. Villalobos que permitio la obtencién de un ADN con mejor
calidad, libre de polisacaridos y otros contaminantes del ADN en las extracciones (Albertazzi
y Villalobos com. pers.). Las extracciones iniciales de ADN, utilizando el método CTAB-2X
de Doyle y Doyle (1987), modificado por Villalobos (2011) con Cloruro de Sodio 5M, fueron
muy exitosas. Dicha modificacién fue necesaria debido al alto contenido de polisacaridos en
las muestras (sustancia mucilaginosa) que impedian su manipulacion. Los polisacaridos son el

contaminante que mas precipita junto al ADN que se extrae del material.

El ADN necesario se extrajo de una mitad de la hoja pequefia de fiame (entre 2 a 4 cm
de largo por 2 a 3 cm de ancho; idealmente sin vena media gruesa). La calidad del ADN
revelada en geles de agarosa 0.8% con Bromuro de Etidio, en algunos casos mostraron bandas
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claras y definidas, en otras muy débiles, unas con barridos por causa de la acumulacién de
polisacaridos o por las altas concentraciones del ADN. También se refleja en las lecturas del
espectrofotdbmetro que las cantidades varian, donde algunas muestras presentaban cantidades
por debajo de 120 ng, mientras que otras estaban entre los 245 ng, 300 ng, 448 ng, 510 ng y
una en 725 ng. El ADN promedio era de 386 ng.

Segun Weising et al. (1995), citado por Gonzalez (2003) el ADN migra dentro del gel,
permitiendo determinar su concentracién a través del grosor e intensidad de la banda obtenida
de cada muestra, comparandola con el patron de bandas producidas por el marcador, las cuales
se revelan por medio de la tincion con bromuro de etidio y son observadas a traves de luz
ultravioleta. En el estudio de Malapa et al. (2003) la concentracion fue de 50 ng/ml de ADN

para la amplificacion de los primer AFLP.

4.2.1.2 Procedimiento de la técnica de AFLP (Invitrogen)

La caracterizacion molecular se inici6 con la técnica molecular de AFLP utilizando el
ADN de las accesiones, los kit y demas reactivos para el desarrollo del mismo en
concentraciones indicadas. El inicio de la implementacion de la técnica consistio en realizar
cada proceso; restriccion o digestion, ligacion, preamplificacion diluida de digestion/ligacion

y por ultimo la amplificacion con las combinaciones de las enzimas

4.2.1.3 Descripcion del polimorfismo revelado

De las 11 combinaciones de enzimas/primer analizadas, s6lo 6 produjeron
polimorfismos reproducibles por lo que se eligieron para realizar el anélisis de los ADN de las
accesiones en estudio. En el Cuadro 21 se presentan las combinaciones “enzima-primer”
utilizadas en la amplificacion, dando como resultados, un promedio de 67.5 bandas
amplificadas por muestra. De las 366 bandas polimérficas totales, el promedio por
combinaciones fue de 61.

La combinacion de “enzima-primer” E-AGC/M-CAC, amplificadas en un rango de
100-400 pares de bases produjo el mayor numero de bandas polimoérficas con 15 bandas
Gnicas, y el menor numero de bandas se observd en la combinacion
E-AAC/M-CAG, en un rango de 200-600 pares de base, con 4 bandas Unicas. En el estudio de
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Malapa et &l. (2003) los tamafios de los fragmentos de AFLP variaron de 50 a 350 pb;

mientras que en este estudio el rango de los tamafios oscila entre 100 y 900 pb.

En estudios realizado por Malapa et al. (2003), también realizo caracterizaciones con
marcadores moleculares en especies de D. alata, D. bulbifera, D. cayenensis, D. esculenta, D.
pentaphylla y D. trifida. Realiz6 cuatro estudios. En el primer estudio evalué 14 materiales de
Dioscoreas, en el segundo 28, en el tercero 83 y en el cuarto 23 materiales, procedentes de
Benin, Guadeloupe, New Caledonia, Vietnan y Vanuatu; mientras que en nuestro estudio se

evaluaron 46 accesiones de las 59 accesiones de diferentes especies y procedencia.

De las combinaciones utilizadas por Malapa et al. (2003) en este estudio se utilizaron
tres combinaciones “enzima/primer” (E-AAC/M-CAG, E-ACC/ M-CAT y E-ACA/M-CAT).
Le produjeron en la primera combinacion 93 bandas en dos estudios, la segunda 138 bandas
en tres estudios y la ultima combinacion le dio 98 bandas polimorficas por par de primers. En
nuestro estudio la primera combinacién produjo 51 bandas, el segundo 50 bandas y la tercera
combinacion 64 bandas polimorficas en la caracterizacion molecular de las 46 accesiones.
Malapa et al. (2003), evalu6 en sus estudios al menos unas 116 accesiones procedentes de

Benin, Guadeloupe, New Caledonia, Vietnam y Vanuatu.

Cuadro 20. Combinaciones “enzima/primers”’ utilizadas, promedio de bandas amplificadas,
numero de bandas polimérficas, porcentaje de polimorfismo, bandas Unicas y rango de
amplificacion

Combinaciones Bandas NUmero de Porcentaje de  Bandas Rango de
enzimas-primer amplificadas por bandas polimorfismo | Unicas amplificacion
muestra polimoérficas en pares de
bases

E- AGC/M-CAC 97 95 97.93 15 100-400

E- AGC/ M- CAA 63 58 92.06 17 250-900

E- AAC/ M- CAG 61 51 83.60 9 200-600

E- ACA/ M- CAG 56 48 85.71 4 150-500

E- ACC/ M- CAT 56 50 89.28 6 150-400

E- ACA/ M- CAT 72 64 88.88 9 150-400

Total 366
Promedio 61 89.57

El porcentaje de polimorfismo observado, oscil6 entre 83.60% para la combinacién E-
AAC/M-CAG y 97.93% para la combinacién E-AGC/M-CAC. El porcentaje promedio de
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polimorfismo es las combinaciones ‘“enzima-primer” es de 89.57%. El rango total de

amplificacion de las bandas obtenidas fue entre 100 y 900 pares de bases.

Con los datos de marcadores moleculares se realizd un andlisis de coordenadas
principales calculados con el indice de Nei, que mostré el agrupamiento de las accesiones
provenientes de siete sitios (Figura 12). En el eje de la Coordenada 1 observamos la formacion
de dos grupos que difieren y son constituidos por los paises de Honduras con las accesiones
6569 y 12174, Estados Unidos y Guatemala con las accesiones 7088 y 11425.En el eje de
Coordenada 2 no se aprecian los agrupamientos por paises. Este analisis permite ver que las
accesiones en el banco de germoplasma de fiame de CATIE son genéticamente diferentes aun

dentro de las que provienen de un mismo pais o region.

Los valores promedios en las estimaciones de los indices de diversidad de Nei (1973) y
Shannon fueron de 0.156 y 0.232, siendo los sitios Desconocido, Puerto Rico y Panama los

maés diversos . El menos diverso es Mesoamérica y Caribe (Cuadro 22).

4 N
Principal Coordinates
. 7231 @ Panama
6569 [ N 6664
e 7066, o 107 _
X 1 11693 M Puerto Rico
7067 2 7363 13312 11684
7064 ¢ o @312 WO?%S%iA Desconocido
N SRy 4 >2<8 1£>'<75 6308 Bego) C
T 6323 * X Costa Rica
S . 8¢ ? 2291 62278 7083 ]
o
m Mo %3,,10733 X 10000 1073 X Honduras
¢ o 10718
? #4205 9476 .
2 2479 Caribe
cg7 X, 10715A
¢ 10 e ¥ 8 M Sri
X 12174& (3 esoamerica
X 11235 11685
Coord. 1
. J

Figura 12. Anélisis de Coordenadas principales de AFLP en Dioscorea spp.

Los patrones de bandas entre las poblaciones demuestran que la mayor heterosis se dio
en la poblacién de Puerto Rico (0.216), Desconocido (0.209) seguido de Panaméa con 0.199;

mientras que Mesoameérica presenta la menor con 0.098. Los paises con menor numero de
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bandas Unicas fueron Honduras y el Caribe, los de mayor cantidad de bandas Unicas fueron:

Puerto Rico y Desconocido con 19 bandas (Figura 13).

4.3 Comparacion de la variabilidad detectada a partir de caracteristicas

morfologicas y marcadores moleculares

Solo 46 accesiones pudieron ser analizadas por medio de marcadores moleculares
porque contaban con la suficiente cantidad de ADN requerido para esta técnica con AFLP.
Para esta seleccion, también se tomo en cuenta que las cantidades de bandas polimorficas
fueran mayores de 30 en cada accesion. La comparacion de la variabilidad detectada por
caracteristicas morfolégicas y marcadores moleculares en las 46 accesiones de fiame
evaluadas en la etapa de laboratorio (Anexo 9), se realizd primeramente a través de
dendrogramas obtenidos por analisis de conglomerados con el método de Ward; y las

distancias calculadas con Rogers y Tanimoto para datos moleculares.

Cuadro 21. Proporcion de loci polimorficos, indice de Nei (1973) y el indice de Shannon para
366 loci- polimérficos en 46 individuos de Dioscorea sp.

indice de Indice de Numerode  Porcentaje
Poblacién diversidad de diversidad de loci de loci
Nei Shannon polimérfico  polimdrfico
Desconocido 0.209 0.323 19 68.58%
Puerto Rico 0.216 0.333 19 69.43%
Panama 0.199 0.308 17 65.85%
Costa Rica 0.138 0.201 7 33.61%
Honduras 0.115 0.159 1 22.95%
Meso 0.098 0.136 5 19.67%
Caribe 0.122 0.169 2 24.32%
Promedio 0.156 0.232 10 43.49%
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Figura 13. Patrones totales de bandas binarias (haploides) entre poblaciones.

El Dendrograma elaborado a partir del andlisis de conglomerados con el Método de
Ward y calculado con la distancia de Rogers y Tanimoto, aplicada a datos binarios muestra la
formacion de seis grupos. Las dos primeras agrupaciones obtenidas de la caracterizacion
genotipica presentan la formacion clara, de por lo menos dos grupos de D. alata (Grupo 4 y
Grupo 5); y un grupo formado por accesiones D. alata y D. spp., que pudieran ser clasificadas
como D. alata por sus lugar de procedencia y por ser accesiones con sufijos debido a algunas
caracteristicas variables entre ellas (Grupo 3). EI Grupo 6 conformado por accesiones de D.
spp. con solo una de D. trifida procedentes de Panama, pudieran ser un grupo solo de D.
trifida; mientras que el Grupo 1 es el mas variables ya que comprende especies como: D.
alata, D. trifida, D. spp., D. cayenensis, D. dumetorum, D. bulbifera, D. pentaphylla, y D.
esculenta. EI Grupo 2 conformado por especies de D. alata, D. spp. y D. trifida es también

variable y muestra accesiones de diferentes procedencias (Figura 14).

El Grupo 5 es de procedencia desconocida, mientras que el Grupo 1 lo conforman, D.
bulbifera, D. dumetotum, D. esculenta, D. pentaphylla, D. trifida y D. spp. con procedencias
de CR, Desc, E.U.A, Guadaloupe, Guatemala, Panama y PR. Debido al bajo nimero de
combinaciones utilizadas, los marcadores moleculares no fueron capaces de diferenciar entre

especies. Malapa et al. (2003) utiliz6 11 combinaciones de enzimas/primer para evaluar el

68



polimorfismo de 17 accesiones pertenecientes a ocho especies diferentes, entre ellas D. alata y
D. cayenensis. En este trabajo se utilizaron tres de esas combinaciones que presentaron mayor
polimorfismo junto a otras obtenidas en un screening previo, con muestras de ADN de

diferentes especies evaluadas en este estudio.

Los Grupos 1, 2 y 3 los conforman algunas de las accesiones que Rivas-Platero y
Chavarria (1997) denominaron moderadamente resistentes al YMV y moderadamente
resistentes al Colletotrichum spp. Las accesiones 11684 y 11693 susceptibles al YMV estan en

el Grupo 1; y en los Grupos 1y 4 las accesiones susceptibles al complejo de hongos

Las accesiones 7066 y 7064 son las que tienen mayor similitud entre ellas
genéticamente, seguidos de las accesiones 12460 con 12470 y 11684 con 11693. Las
accesiones genéticamente menos similares son la 6347 con la 10009; mientras que la accesion

del Grupo 5 (6327A) es la mas cercana a las 21 accesiones del Grupol.
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6346

6344

6327 A
6324 |_|_

—Grupo 4

6323
7067

7066 I

7064 —Grupo 3

1
6569

6348 C |_|_l

6322 B
12470
12460 I I
10733 Grupo 6
—

10718
12174

6328

11690 175 Grupo 2
7356
12451
11685
10715 A
6327 B Grupo 5
6348 B
6322 C
7088
7079
6674
7333
6322 A
11425
9476
10739
7231 1
resa o - Grupo 1 X Grupol
10722 X Grupo2
7311 7363 X Grupo 3
6664 X Grupo 4
7297 X Grupo 5
13312
13175 X Grupo6
10009
r : : : : :
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Figura 14. Dendrograma obtenido por analisis de conglomerados (método de Ward y la

distancia calculada con Rogers y Tanimoto) para datos moleculares.
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La combinacion de los datos morfoldgicos cualitativos y cuantitativos y los datos
moleculares de las 46 accesiones utilizadas en la etapa de laboratorio con el Método de Ward
(1963) vy la distancia calculada partiendo de la similitud de Gower, presenta la formacion de
seis conglomerados o grupos bien definidos. En la Figura 17, los grupo con mayor similitud
son Grupo 1 y Grupo 6; mientras que la menor similitud se observa entre el Grupo 1 con el

Grupo 2.

6347
6346
6344

6328 —GrUpO 3

6324
6322C
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6322 B
7067 1 ‘
7066 —J
7064
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12460 } I
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10739 Grupo 6
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6569
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13312 } |’| || X Grupo 4
13175
2088 | D4 Grupo5
7311 1 D Grupo 6
10009
T T T T T T T T T T T 1
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00 1.10

Figura 15. Dendrograma obtenido por analisis de conglomerados (método de Ward, distancia
calculada a partir de la similitud de Gower) de las variables cualitativas y cuantitativas

completas con la informacion molecular.

El consenso entre lo morfologico y molecular fue de 0.854. Esto indica que la
congruencia de 85% es buena entre la mayoria de las accesiones estudiadas. Las accesiones
6327A, 11690, 11735 y 6674 no muestran una buena congruencia con respecto al resto de los
individuos analizados.
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Segin Demey et &l. (2004) citado por Basil (2007), para relacionar informacion
molecular, morfolédgica y bioguimica en una coleccion de yuca (Manihot esculenta Crantz).
Dichos autores reportan un consenso de 66.5% y concluyen que hay correlacion significativa

entre la informacién molecular y morfoldgica.

Teniendo en cuenta que seguramente la clasificacion molecular es la mas realista al no
estar afectada por las variaciones ambientales, y comparando el dendrograma molecular con el
agrupamiento conjunto de molecular y morfolégico podemos sintetizar: la 6327B en ambos
casos formd un solo grupo, el grupo 4 de agrupamiento molecular es similar al 3 del conjunto.
El grupo con mas accesiones en lo molecular es el Grupo 1 que contiene las accesiones del

Grupo 6 y Grupo 1 en el mixto.

El analisis de conglomerados con el método de Ward y la distancia calculada con la
similitud de Gower para las variables cualitativas y cuantitativas completas con los datos
moleculares forma un dendrograma con 6 agrupamientos. EI Grupo 1 agrupa accesiones de
CR, E.U.A, Honduras, Panama y PR, con especies D. alata, D. bulbifera, D. esculenta, y D.
spp. Dentro del grupo hay tres accesiones susceptibles al complejo de hongos 7311, 7363 y
10009, la accesion 7363 en estudio de Rivas-Platero y Chavarria (1997) resulto ser
moderadamente resistentes al YMV y a Colletotrichum spp., en el presente estudio,
posiblemente a variaciones de las condiciones ambientales se ha observado una

susceptibilidad a la enfermedad.

El Grupo 4 formada por una sola accesion (6327B) de procedencia desconocida y
especie D. spp., es muy similar a las accesiones del Grupo 6. En el Grupo 6 conformado por
diferentes especies y procedencias se destacan la presencia de dos accesiones susceptibles al
complejo de hongos (7333 y 10722), tres accesiones moderadamente resistentes a
Colletotrichum spp (7231, 11684 y 11693). Dentro de estas accesiones, la 7231 es
moderadamente resistente al YMV, mientras que la 11684 y 11693 pertenecen al grupo de
susceptibles al YMV.

El Grupo 2 y Grupo 5 estan conformados por accesiones de especies D. alata, D.
trifida y D. spp., procedentes en su mayoria de Panaméa, con accesiones moderadamente

resistentes a Colletotrichum spp y a YMV. La accesion 6327A del Grupo 2 es susceptible al
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ataque del complejo de hongos. En el Grupo 3, con la combinacion del estudio morfolégico y
molecular, se agrupan las especies D. alata con procedencia de PR, se aprecia ademas que
dos accesiones (6346 y 6324) son susceptibles a Colletotrichum dioscoreae., Cercospora sp.,
Didymospherica donacina, Phyllosticta dioscoreae y Ramolaria dioscoreae (complejo de
hongos) y la 6328 moderadamente resistente a YMV y Colletotrichum spp.
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5

CONCLUSIONES

Existe variabilidad en las 59 accesiones de Dioscorea spp de la coleccion del

CATIE en la caracterizacion fenotipica y en las 46 caracterizadas genotipicamente.

Los descriptores morfoldgicos cuantitativos y cualitativos, permitieron separar en 6
grupos las accesiones de Dioscorea spp que indican la existencia de caracteristicas

diferentes entre las accesiones estudiadas.

Las 60 variables elegidas para la caracterizacion morfoldgica (cuantitativas y
cualitativas), solamente resultaron 10 cuantitativas y 23 cualitativas discriminantes

entre las accesiones de Dioscorea spp estudiadas.

Las 6 combinaciones de “enzima/primer” utilizadas para la caracterizacion
molecular (AFLP), permitieron la observacion de bandas definidas o especificas en

algunas amplificaciones de los ADN estudiados.

La combinacién de la informacién de caracterizacion morfoldgica y marcadores
moleculares conformd 6 grupos. Entre ellos un grupo conformado por accesiones
de D. alata procedentes de Puerto Rico y con congruencia de 85% entre los grupos

formados a partir de datos morfoldgicos y moleculares.

Existe mucha variabilidad morfolégica y molecular entre accesiones evaluadas.
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6

RECOMENDACIONES

Incluir en el estudio las caracteristicas para clasificar las especies y asi clasificar
las accesiones que cuenten con mas de una repeticion, como por ejemplo:
modalidad de trepado de la planta, relacion entre los tubérculos subterraneos,

tipo de cormo, forma del tubérculo y color del tubérculo.

Se recomienda el uso de los descriptores discriminantes encontrados en este
estudio, asi como en estudios previos para hacer caracterizaciones morfoldgicas

ya que facilitan la tomas de datos en campo.

Se recomienda la estandarizacion del protocolo de extraccion y de AFLP para

este cultivo.

Trabajar con un menor numero de accesiones para las pruebas de
caracterizacion morfologica y molecular ya que permitiria un mejor manejo de

las muestras y toma de datos, previo a su utilizacion.

Complementar este con evaluaciones de campo para enfermedades/plagas, que
permitan completar los estudios del banco de germoplasma y de esta manera

proporcionar una nueva alternativa a los productores.

Reproducir suficiente material vegetal (semillas) para evaluar una mayor
cantidad de plantas por accesiones establecidas en el ensayo de campo; asi
como, la evaluacion de algunos descriptores que requieren de la destruccion del

material.

Se recomienda la evaluacién del resto de los descriptores de Dioscorea spp. de
la seccion del tubérculo; con el fin de identificar las especies e identificar sus

buenas caracteristica para ofrecerlas a productores.
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Anexo 1. Descriptores morfologicos para el cultivo de fiame (Dioscorea spp.)

DESCRIPTORES DE LA PLANTA

CARACTERISTICAS DEL TALLO

TALLO JOVEN

Dias hasta el brote

_ (Numero de dias entre la plantacion y el brote)

Longitud del tallo joven

(Registrada 20 dias después del brote)

Numero de entrenudos en el tallo
joven

(Contados 20 dias después del brote)

Color del tallo joven (Observado
20 dias después del brote)

1=Verde; 2=Verde morado; 3=Verde marrén; 4=Marrén
oscuro; 5=Morado; 6=0tro (especificar)

Ausencia/presencia de alas en el
tallo joven

1= Ausente; 2=Presente

Color de las alas del tallo joven
(Observado 20 dias después del
brote)

1=Verde; 2=Verde con bordes morados; 3=Morado; 4=
Otro (especificar)

Ausencia/presencia de pelos en el
tallo joven

1= Ausente; 2=Presente

Ausencia/presencia de espinas en
el tallo joven

1= Ausente; 2=Presente

TALLO MADURO

Tipo de planta

1=Enana; 2=Tipo arbusto; 3=Trepadora

Habito de trepado de la planta

1=No; 2=Si

Altura del tallo maduro

1=<2m;2=2-10 m; 3=>10 m-

Numero de tallos maduros por
planta

__ (Promedio de 5 plantas)

Color del tallo maduro

1=Verde; 2=Verde morado; 3=Verde marrén; 4=Marron
oscuro; 5=Morado; 6=0tro (especificar)

Numero de entrenudos hasta la
primera ramificacion

(Promedio de 5 plantas)

Numero de ramificaciones en el
tallo maduro

Registrar el nimero de ramas sobre la superficie

Diametro del tallo maduro

(Medido a 15 cm sobre la base de la planta)

Longitud de los entrenudos en el
tallo maduro

(Registrada a una altura de 1 m.) Promedio de
5 plantas

Ausencia/presencia de alas en el
tallo maduro

1= Ausente; 2=Presente

Posicion de las alas en el tallo
maduro

1= En la base; 2=Sobre la base

Tamario de las alas del tallo
maduro (Registrado a una altura
de 1 m)

1=<1 mm; 2=1 -2 mm; 3=>2 mm

Color de las alas del tallo maduro

1=Verde; 2=Verde con bordes morados; 3=Morado;
4=0tro (especificar)

Pilosidad del tallo maduro (2.4.8)

1=Escasa; 2=Densa

Ausencia/presencia de hojas
escamadas en el tallo maduro

1= Ausente; 2=Presente

Posicion de las hojas escamadas
en el tallo maduro

1=Alternadas; 2=Opuestas; 3=Ambas; 4=Verticiladas

Espinas en la base del tallo

1=Pocas; 2=Muchas
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maduro

Espinas arriba de la base del tallo
maduro

1=Pocas; 2=Muchas

HOJA JOVEN

Primer brote de las hojas
de la hoja joven

1=Temprano; 2=Tardio

Numero de hojas jévenes

(Registrado 30 dias después del brote)

Color de las hojas jovenes

1=Amarillento;2=Verde claro; 3=Verde oscuro;
4=Verde morado; 5=Morado; 6=0tro (especificar)

Color del borde de las hojas
jévenes

1=Verde; 2=Morado; 3=0tro (especificar)

Color del peciolo de la hoja joven

1=Todo verde con la base morada; 2=Todo verde con la
junta de la hoja morada; 3=Todo verde, morado en
ambas puntas; 4=Todo verde morado con base morada;
5=Todo verde morado con junta de la hoja morada;
6=Todo verde morado, ambas puntas moradas;
7=Verde; 8=Morado; 9=Verde marrén; 10=Marron;
11=Marroén oscuro; 12=0tro (especificar)

Pilosidad del haz/envés de la
hoja joven

1=Haz; 2=Envés; 3=Ambas

HOJA MADURA

Posicion de las hojas maduras

1=Alternadas; 2=Opuestas; 3=Alternadas en Ila
base/opuestas mas arriba; 4=0tro (especificar)

Numero de entrenudos hasta las
hojas totalmente abiertas

(Promedio de 5 plantas)

Tipo de hoja madura

1=Simple; 2=Compuesta

Borde de la hoja madura

1=Entero; 2=Serrado

Lobulado de las hojas maduras

1=Lobulado poco profundo; 2=Lobulado profundo

Numero de foliolos en la hoja
madura compuesta

1=Casi siempre tres (trifoliada) ; 2=Casi siempre cinco
(quinada) ; 3=Maés de cinco

Color de las hojas maduras

1=Amarillenta ; 2=Verde clara; 3=Verde oscura;
4=Verde morada; 5=Morada; 6=0tro (especificar)

Pilosidad en el haz de la hoja
madura

1=Escasa; 2=Densa

Pilosidad en el envés de la hoja
madura

1=Escasa; 2=Densa

Forma de la hoja madura

1=Oval ; 2=Cordiforme; 3=Cordiforme larga;
4=Cordiforme ancha; 5=Sagitiforme larga;
6=Sagitiforme ancha; 7=Hastada ; 8=0tro (especificar)

Forma del 4&pice de la hoja
madura

1=0Obtuso; 2=Agudo; 4=0tro
(especificar)

3=Emarginado;

Ondulacion de la hoja madura

1=Poca; 2=Mucha

Posicion de la parte mas ancha de
la hoja madura

1=Tercio superior; 2=Medio; 3=Tercio inferior

Longitud del peciolo de la hoja
madura

1=<5 cm; 2=6 - 9 cm; 3=>10 cm

Pilosidad del peciolo de la hoja
madura

1=Escasa; 2=Densa

Color del peciolo de la hoja

1=Todo verde con la base morada; 2=Todo verde con la
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madura

junta de la hoja morada; 3=Todo verde, morado en
ambas puntas; 4=Todo verde morado con base morada;
5=Todo verde morado con junta de la hoja morada;
6=Todo verde morado, ambas puntas moradas; 7=Verde
8=Morado; 9=Verde marrén; 10=Marrén;11=Marrén
oscuro; 12=0tro (especificar)

Espinosidad del peciolo de la hoja
madura

1=Escasa; 2=Densa

Ausencia/presencia de estipulas
en la hoja madura

1=Ausente; 2=Presente

FLORACION

Floracion 1=Sin floracion ; 2=Floracién en algunos afios;
3=Floraci6n todos los afios

Dias hasta la floracion después dias

del brote

Sexo 1=Femenino; 2=Masculino; 3=Femenino y masculino

(predominantemente  femenino); 4=Masculino vy
femenino (predominantemente masculino)

Posicion de la inflorescencia (En
relacién con las ramas)

1=Hacia arriba ; 2=Hacia abajo

Numero de inflorescencias por
planta (Observado en 10 plantas)

1=<10; 2= 11 -29; 3=2>30

Olor de la inflorescencia

1=No; 2=Si

Tipo de inflorescencia

1=Espiga; 2=Racimo; 3=Panicula; 4=0tro (especificar)

| ongitud media de la
inflorescencia

I=<-15cm; 2=6-10cm; 3=11cm; 4=>16 cm

Numero de inflorescencias por
entrenudo

(Promedio de 5 plantas)

Numero de flores femeninas por
inflorescencia

1=<10; 2= 11 - 25; 3= 26 — 100; 4=>101

Color de la flor

1=Morada; 2=Blanca; 3=Amarillenta ;
4 =0tro (especificar)

Longitud de la flor femenina

1=<25cm;2=26-5cm;3=>5,1cm

Diadmetro de la flor femenina

[mm] (Promedio de 5 plantas)

Diametro de la flor masculina

1 =<2mm,; 2=3 -5 mm; 3=>5mm

Longitud de la flor masculina

[cm] (Promedio de 5 plantas)

FRUTO

Formacion del fruto

1=No; 2=Si

Desarrollo del fruto

1=Casi siempre bien desarrollado; 2=Casi siempre poco
desarrollado

Posicion del fruto

1=Hacia arriba; 2=Hacia abajo

Forma del fruto

1=Longitud y anchura iguales
3=Cépsula trilobulada

;2=Alargado;

Tamario del fruto

1=<3cm;2=>3 cm

Pilosidad del fruto

1=Escasa; 2=Densa

Ausencia/presencia de cera en el
fruto

1=Ausente; 2=Presente

Ausencia/presencia de manchas
oscuras dentro del fruto

1=Ausente; 2=Presente
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Ausencia/presencia de semillas en
el fruto

1=Ausente;2=Presente

Forma de la semilla

1= Alargada-oblonga; 3=0tro

(especificar)

2=Redonda;

Estructura del ala de la semilla

1=Ala alrededor de todo el embrién; 2=Ala en uno u
otro lado del embrion; 3= Ala s6lo en un lado del
embrion

Ndmero de semillas totalmente
desarrolladas

(Promedio de 5 plantas)

TUBERCULOS AEREOS

Ausencia/presencia de tubérculos
aéreos

1= Ausente; 2=Presente

Forma del tubérculo aéreo

1=Redondo; 2=0val; 3=Irregular (no uniforme)
4=Alargado

Diametro del tubérculo aéreo

1=<1cm;2=2-5cm;3=6-10cm;4=>10 cm

Color de la piel del tubérculo
aereo

1= Grisaceo; 2= Marron claro; 3= Marrdn oscuro; 4=
Otro (especificar)

Textura de la superficie del | 1= Lisa; 2=Rugosa; 3=Aspera
tubérculo aéreo
Ausencia/presencia de | 1= Ausente; 2= Presente

protuberancias en el tubérculo
aereo

Espesor de la piel del tubérculo
aéreo

1=Fina ; 2= Gruesa

Color de la pulpa del tubérculo
aereo

1= Blanco; 2= Blanco amarillento o blanco viejo; 3=
Amarillo; 4= Naranja; 5= Morado claro; 6= Morado; 7=
Morado con blanco; 8= Blanco con morado; 9= Exterior
morado/interior amarillento; 10= Otro (especificar)

TUBERCULOS SUBTERRANEOS

Ausencia/presencia de tubérculos
subterraneos

1= Ausente; 2= Presente

Tipo de tubérculos subterraneos

1=Tubérculo; 2=Rizoma

Madurez  después del brote
(tubérculos) Indicar los meses

1= Hasta seis meses; 2= 7 a 8 meses; 3= 9 a 10 meses
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Anexo 2. Protocolo Método de CTAB para la Extraccion de ADN de Dioscorea spp.
(Doyle y Doyle 1987) modificado por Heidy Villalobos (2011)

1. Cortar el tejido de hoja limpio (sin manchas ni puntos amarillos) entre 2 a 4 cm de
largo por 2 a 3 cm de ancho; idealmente sin vena media gruesa.

2. Macerar con nitrogeno liquido en un mortero limpio (limpiado con alcohol al 70%)

hasta obtener un polvillo. No demorar mucho en el proceso de maceracion.

3. Agregar 2 6 3 ml de Buffer de extraccion 2% y continle macerando hasta ver una
pasta formada y poner en hielo. Lavar bien el mortero, afiadiendo hasta obtener un
volumen de 5 a 7 ml de Buffer de Extraccion.

4. Agregar una punta de espatula de PVP-40 y 50 6 70 pl de p-mercaptoetanol. Agitar
bien por inversion e incubar por 40 min a 50°C en Bafio Maria. Agitar por inversion
cada 5 min.

5. Sacar los tubos del Bafio Maria y dejar refrescar por 3 6 5 min. Para enfriar
lentamente. Agregar 3 6 4 ml de cloroformo-octanol (24:1) e invertir 3 min. Abrir la
tapa para liberar la presion.

6. Centrifugar 20-25 min. entre 6000 y 8000 rpm en la centrifuga a 4°C. se deben
balancear los tubos, cerrarlos bien, subir de 2000 en 2000 las rpm y colocar los tubos
en posiciones opuestas.

7. Sacar los tubos con mucho cuidado para no romper las fases acuosa y organica.

8. Transferir cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y repetir el paso 4.

9. Transferir solamente la fase acuosa a un tubo limpio estéril de 15 ml.

10. Precipitar los acidos nucleicos presentes en la fase acuosa con ¥ volumen de cloruro
de sodio 5M y 2.5 volumen de etanol absoluta. Invertir el tubo hasta ver presentes los

acidos nucleicos totales. De ser contrario dejar toda la noche a 4°C.
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Resuspension
11. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min.
12. Botar el sobrenadante.
13. Lavar con etanol al 70% y dejarlo por 5 min.
14. Eliminar el sobrenadante.
15. Dejar secar por 3 6 5 min.
16. Agregar agua destilada desionisada estéril y poner en un block por 10 min. A 37°C.
17. Resuspender.
18. Tomar una muestra de 5 a 8 pl de ADN con 3 pl de buffer de corrida.
19. Correr en gel de agarosa al 0.8% aproximadamente 30 min. a 90 voltios.
20. Precipitar los positivos en 1/10 volumen de acetato de sodio 3M mas 2.5 volumen de

etanol absoluto y guardar a -20°C.

Anexo 3. Protocolo para la purificacion del ADN con RNasa A.

Purificacion del ADN

1. Tomar 100 ul de muestras y agregar 3 ul de RNasa A 10 pg/ml en la concentracion.

2. Incubar 30 min. a 37°C.

3. Agregar otros 3 pl de RNasa A e incubar por 30 min. a 37°C.

4. Agregar 50 pl de fenol equilibrado y cloroformo (25:25) y mezclar muy bien por
inversion.

5. Centrifugar 5 min. a 8000 rpm.

6. Transferir el sobrenadante a un Eppendorf nuevo.

7. Precipitar con 1/10 volumen de &cido de sodio 3M mas 2.5 volumen de etanol absoluto.

Nota: La mezcla fenol equilibrado: cloroformo es de 25 ul de cada reactivo. Son 50 pl si la

muestra esta resuspendida en 100 pl de agua estéril.
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Anexo 4. Preparacion de Buffer de Extraccion CTAB 2%

Preparacion de Buffer de Extraccion

1. Alistar en un beaker o probeta grande para 100 ml lo siguiente:

Sustancia VVolumen
Tris-HCI pH=76 1M | 10ml
EDTA 0.5M 4 mi
NaCl 5M 30 ml
CTAB 10 % 20 ml

2. Ajustar con agua bidestilada al volumen final de 100 ml el volumen obtenido de 64 ml
de las sustancias.

3. Autoclavar el Buffer de extraccion.

Anexo 5. Protocolo de AFLP de Invitrogen modificado por Federico Albertazzi (2011)

l. Digestion del ADN a partir de reactivos con altas concentraciones

1. Preparacion de las mezclas de digestion

Mezcla de digestion

Producto Cantidad por tubo de reaccion
Agua destilada 0.5 ul
5X buffer reaccion 2.0 ul
ADN muestra 7.0 ul
EcoR1/Msel 0.5 ul
Vol. Final 10. 0 i

2. Mezclar bien la mezcla de master mix de digestion.
3. Distribuir las mezcla dentro de los tubos de 0.2 ml estériles, con ADN a una

concentracion de 50ng/ul aproximadamente.
86



4. Efectuar el siguiente programa de digestion en el termociclador:
1. 37°C 2 horas.
2. 70°C 15 minutos.
3. 4°C 5 minutos.

1. Ligacion

1. Preparacion de la solucién adaptadora.

Producto Cantidad por tubo de reaccién
ADN digerido 10 i
Solucioén adaptadora 9.5l
T4 ligasa 0.5 ul
Vol. Final 20.0 pl

2. Mezclar bien el master mix y colocar la cantidad correspondiente en cada microtubo de
0.2 ul.
3. Efectuar el siguiente programa de ligacion en el termociclador:
1. 20°C 1 hora.
2. 15°C 1 hora.
3. 4°C por tiempo indefinido.

Nota: Después de diluidas las muestras se deben almacenar a -20°C.

Importante: En esta fase se debe preparar un gel de agarosa a 0.8% para realizar la
verificacion de la reaccion de digestion-ligacion. Utilizar el Buffer de migracion TBE 1X y en
cada pozo del gel colocar 4 ul del producto de la digestion-ligacion mas 3 pl de Bromofenol
azul (Glicerol), al 50%.
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Il. Preamplificacion

Debe de utilizar las diluciones de ADN 1:5 con las muestras después de la ligacion y

sefialar los tubos adecuadamente.

1. Preparacion de la mezcla de preamplificacion.

Producto Cantidad por tubo de reaccién
Mix preamplificador 8.0 ul
10X Buffer PCR 1.0 pl
Taq polimerasa 0.1 pl
ADN diluido de ligacién 3.0ul
Vol. Final 11.6 pl

2. Mezclar bien el master mix antes de colocar la muestra en los tubos estériles.
3. Efectuar el siguiente programa de preamplificacion:

1. 94°C 30 segundos

2. 56°C 1 minuto

3. 72°C 1 minuto. Repetido por 20 ciclos.

4. Verificacion de la preamplificacién: se toman 4 pl del producto de la preamplificacion,

méas 3 ul de Bromofenol, y se coloca en un gel de agarosa 0.8% para la verificar las

presencia de productos de la preamplificacion como especie de barrido.
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IV.  Amplificacion
Del producto de la preamplificacion, hacer una dilucién de 1:50. Rotular bien los
microtubos de 0.2 ul. y almacenar el resto de la dilucion a -20°C.

1. Preparacion de la mezclas de amplificacion.

Producto para Master Mix 1 | Cantidad por tubo de reaccion

Primer Eco 0.25 pul
Primer Mse 2.25 ul
Vol. Final 2.50 pl

Producto para Master Mix 2 | Cantidad por tubo de reaccion

Agua bio-destilada 3.95 ul
10X PCR 1.0l
Taq polimerasa 0.05 pul
Vol. final 5.0 ul
Producto Cantidad por tubo de reaccién
ADN preamplificado diluido (1:10 y 1:25)* 3.00 pl
Vol. final de amplificacién 10.50 pl

* Depende de la combinacién y las muestras. Hacer prueba de combinaciones con
muestras al azar.
2. Mezclar bien los master mix antes de servirlos.
3. Efectuar el siguiente programa:
1. 94°C 30 segundos.
2. 65°C 30 segundos. Por 12 ciclos disminuyendo 0.7 por ciclo.
3. 72°C 60 segundos.
4. 94°C 30 segundos.
5. 56°C 30 segundos. Por 32 ciclos.
6. 72°C 60 segundos.
7. 4°C 5 minutos.
4. Después de la amplificacion agregar 20 pl de formamida para almacenarlo a -20°C y
luego migrarlo en un gel de poliacrilamida al (6% 6 8%).
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Anexo 6. Preparacién del gel grande de Acrilamida 4% (19:1)

Pesar las siguientes sustancias para un gel de 4%

Sustancias Cantidad para un gel de 4%
Acrilamida (19:1) 12.0 ml

Urea 25.2 ¢

10X Buffer 6.0 ml

Agua bio-destilada estéril | 20.0 ml
APS 10% 340 pl

TEMED 34 ul

Anexo 7. Tincion de Plata para Geles grandes de Acrilamida

o K~

Colocar en un vaso quimico de plastico 700 ml de acido acético 7.5% por 20 min.
(No desechar el acido acético porque lo usara en el paso #6).

Lavar con agua desionisada destilada dos veces por 2 min.

Incubar por 20 min. en 700 ml de nitrato de plata mas 900 pl de formaldehido.
Lavar una vez con agua desionisada destilada por 30 segundos.

Incubar en 700 ml de revelador (600 ml de carbonato de sodio + 1800 pl de
formaldehido + 300 pl de tiosulfato de sodio). El revelador debe estar siempre frio
a4°C 0 -10°C. Incubar hasta ver las bandas al gusto.

Eliminar el revelador y agregar los 600 ml del &cido acético (el del paso #1) por 15
min.

Lavar en agua desionisada destilada por 5 min.
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Anexo 8. Prueba gDGC multivariadas de las variables cuantitativas completas

Cuadro de Analisis de la Varianza (Roy)

F.V. Estadistico F gl (num) gl (den) g
Grupos Cuanti 15.31 73.49 10 48 <0.0001

Prueba Hotelling Alfa=0.05

Error: Matriz de covarianzas comun gl: 53

Grupos

Cuanti DIBRO LONTAJO ENTAJO NUTAMA ENTPRIRAM NURAMTAMA DIATAMA LONANTALMA NUMHOJOV NUMENTHO n

4 20.67 154.44 14.33 1.67 1.67 3.67 8.00 27.67 2.00 2.67 3 A

5 4.31 76.90 9.88 2.25 0.44 5.19 4.83 12.34 2.63 0.62 12 B

6 9.67 77.58 9.50 2.00 12.33 1.67 3.86 20.17 0.00 12.33 11 C

1 30.57 53.07 8.86 3.36 0.50 6.93 5.47 15.27 0.29 1.57 14 D
2 0.00 101.23 15.42 2.75 0.00 4.42 5.39 13.77 9.58 0.67 3 E
3 29.18 77.30 12.82 2.09 0.45 8.36 6.20 15.50 7.73 1.45 16 F
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)



Anexo 9. Listado de las accesiones de Dioscorea spp. del CATIE, analizadas con

marcadores moleculares AFLP

Accesion Género Especie Procedencia Fecha de recoleccion
6322 A Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6322 B Dioscorea alata
6322 C Dioscorea alata
6323 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6324 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6327 A Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6327 B Dioscorea alata
6328 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6344 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6346 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6347 Dioscorea alata Puerto Rico 01/02/1977
6348 B Dioscorea alata
6348 C Dioscorea alata
6569 Dioscorea sp. Honduras 01/03/1977
6664 Dioscorea esculenta Puerto Rico 01/04/1977
6674 Dioscorea dumetotum Puerto Rico 01/04/1977
7064 Dioscorea alata Barbados 01/06/1977
7066 Dioscorea alata Desconocido 01/06/1977
7067 Dioscorea alata Desconocido 01/06/1977
7079 Dioscorea cayenensis Guadaloupe 01/06/1977
7088 Dioscorea bulbifera Estados Unidos 01/06/1977
7231 Dioscorea trifida Panama 01/07/1977
7297 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7311 Dioscorea sp. Panaméi 01/07/1977
7333 Dioscorea sp. Panama 01/07/1977
7356 Dioscorea sp. Panami 01/07/1977
7363 Dioscorea alata Panama 01/07/1977
9476 Dioscorea pentaphylla Puerto Rico 01/12/1978
10009 Dioscorea sp. Costa Rica 01/11/1979
10715 A Dioscorea trifida Panamé 01/01/1980
10718 Dioscorea sp. Panamé 01/01/1980
10722 Dioscorea sp. Panama 01/01/1980
10733 Dioscorea trifida Panama 01/01/1980
10739 Dioscorea sp. Panama 01/01/1980
11425 Dioscorea sp. Guatemala 01/04/1980
11684 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11685 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11690 Dioscorea sp. Desconocido 01/04/1980
11693 Dioscorea trifida Desconocido 01/04/1980
11735 Dioscorea alata Costa Rica 01/06/1980
12174 Dioscorea sp. Honduras 01/12/1980
12451 Dioscorea sp. Panama 01/09/1981
12460 Dioscorea sp. Panamé 01/09/1981
12470 Dioscorea sp. Panama 01/09/1981
13175 Dioscorea sp. Costa Rica 01/11/1981
13312 Dioscorea sp. Costa Rica 01/02/1982
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