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Gonzalez Mufioz, Y.C. 2003. Caracterizacion morfolégica y molecular de genotipos de
Dioscorea alata y D. trifida dd Ingtituto de Investigacion Agropecuaria de Panam@, IDIAP
y CATIE. TessM.Sc. Turrialba, Costa Rica. CATIE.

Palabras claves Dioscorea alata, D. trifida, caracterizacion molecular, caracterizacion
morfologica, RAPDs,

RESUMEN

En d presate estudio se caracterizaron morfolégicamente sais genctipos de banco de
gemoplasma dd Indituto de Invedtigacion Agropecuaia de Panamd IDIAP, mediante
caacteridicas cuantitatives las cudes fueron las dguientes dias hasta € brote, longitud de
tdlo, nimeo de entrenudos dd tdlo, dtura dd tdlo meaduro, nimero de tdlos madurogplanta,
nimero de entrenudos hagta la primera ramificacion, nimero de ramificaciones en d tdlo
maduro, didmetro dd tdlo, longitud de los entrenudos, nimero de hojas longitud de la punta de
la hoja longitud dd pecido de la hoja longitud dd pecido en rdacion con d limbohga El
andiss morfologico permitié identificar los nivdes de variabilidad entre seis genotipos que son
consderados de interés econdmico para € sector agricola de produccion de raices y tubérculos
en Panama Se idettificaron 11 caacteridicas morfoldgicas cuantitetivas que  permiten
diferenciar a los sas cultivares  de fiame del IDIAP con un nivd de dgnificancia de 0,05 y 0,01
Segln eda caracterizacion exigen tres grupos entre los 6 cultivares de Dioscorea alata
edudiados y no uno solo como £ pensdba iniddmente Las caracteridicas que mejor
discriminan entre egtos grupos fueron cinco: nimero de ramificaciones en d tdlo maduro,
nimero de entrenudos dd tdlo, nimero de entrenudos hesta la primera ramificacion, longitud
de la punta de la hoja y logitud dd tadlo. La caracterizacion molecular se llevd a cabo con 37
genotipos, quince ded IDIAP y ventidés dd CATIE. Se usaon marcadores moleculares
RAPD’s los cudes modraron ser una heramienta préctica y Util para estimar las distancias
genéticas presentes en 37 genctipos de Dioscorea alata y D. trifida de los bancos de
gemoplasma dd IDIAP y d CATIE E andids molecular permiti determinar que los
genotipos de la coleccion de germoplasma de IDIAP se ssparan daramente de los genotipos de
la coleccion de gemoplasma de CATIE. Los genctipos de la coleccion de germoplasma dd
CATIE =e dividen en dos subgrupos, uno de los cudes presenta una estructura de grupo y d otro
subgrupo no presenta una estructura de grupo definida

10



Gonzalez Mufioz, Y.C. 2003. Morphological and Molecular Characterization of Dioscorea
alata and D. trifida Genotypes from the Agricultural Research Ingitute of Panama
(IDIAP) and CATIE. M.S. Thess Turrialba, Costa Rica.

Key Words Dioscorea alata, D. trifida, molecular characterization, morphological
characterization, RAPDSs,

ABSTRACT

This sudy morphologicaly characterized sx genotypes from the germplasm bank in the
Agricultural  Research Inditute of Panama (IDIAP) by quantitative characteritics.  These
indude days until budding, sem length, number of internodes on the sem, height of the maure
dem, number of maure gems and plants number of internodes before the first branching,
number of branches on maure dems gem diameter, internode length, number of leaves, lesf tip
length, lesf petiole length, and petiole length in rdaion to the limb and lesf. The morphologica
andyss identified the variability levels between sx genotypes which ae of economic interest
for the Panamanian agricultura sector of roots and tubers. Eleven quantitative morphologica
characteridics were identified which differentiate the sx IDIAP yam cultivars with a level of
ggnificance of 005 and 001. Only one group was expected; however, according to this
characterization, there were three groups in the sx Dioscorea alata cultivars sudied. There
were five characterigics which hdped to discriminate between these groups number of
branches on mature dems, number of internodes on the sem, number of internodes before the
first branching, lesf tip length, and dem length. The molecular characterization conssted of 37
genotypes, 15 from IDIAP and 22 from CATIE. The RAPDs molecular markers used were
practica and useful to estimate the genetic distance present in 37 Dioscorea alata and D. trifida
genotypes from the IDIAP and CATIE gemplaam banks The molecular andyss determined
that the genotypes from the IDIAP germplasm collection clearly separate from those of CATIE.
The genotypes from the CATIE germplasm collection divide into two subgroups one of which
has a group structure and the other does not have a defined group structure.
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I ntroduccion

Los cultivos de raices y tubérculos desempefiaan una funcon mlitiple en la
dimentacion dd mundo en desarrallo durante las proximas décades. Para d 2020, més de 2 mil
millones de persones de Asa, Africa y Améica Laina dependerén de estos cultivas como
fuente de dimento, forrge o ingresos en efectivo. Para los hogares rurdes, d vdor de las raices
y tubérculos resde en su capacidad de producir més energia digerible por hectérea por dia que
cudquier otro producto basco, y en su cgoacidad de seguir produciendo en condiciones donde
otros cultivos fracasan. En d periodo 1995 a 1997, los agricultores de los paises en desarrdllo
cosecharon 439 millones de tondadas de los principdes cultivos de raices y tubérculos como
yuca, paoa, otoe, camote y fiame con un vaor anud etimedo superior a US$H 41 mil millones,
es decir cas un cuarto dd vaor delos ceredes principaes (CIP, 1999)

B fame (Dioscorea alata) es un cultivo de pequeiios y medianos agricultores que
condituye en muchas regiones la principa fuente de ingresos, de empleo rurd y de oferta de
dimento a sus pobladores y también es un producto de exportacion (Sanchez y Herndndez-
Vasquez, sf.). En muchos lugares es un dimento muy goreciado y condituye d principd
cultivo en Africa occidentd, pate dd Asa sub-orientd, La India, dgunas zonas de Bresl y
otros paises de América tropicd. La produccion mundid para € afio 2002 fue de 396 millones
de tondadas d aho a nivd mundid (FAO, 2002), dendo los paises de mayor produccion
Nigeria y Codta de Marfil, Africa provee més dd 98% dd fiame mundid lo que representa 381
millones de tondadas producides d afio, segin edtadidticas de la FAO (IITA, sf), mientras que
en América tropicd la produccion anud dd 2002 fue de 1,01 millones (FAO,2003) en donde
dedacan como productores Brasil, Coda Rica, Colombia y Panamd (PootMau y Mijango
Cortés, 2000). El principd uso dd fiame ha sdo como hortdiza cocida para la dimentacion
humana, pero también s eda utilizando en la confeccion de hojudas para puré y como sugtituto
de las papas fritas, as como para la obtencion de sustancias naturdes llamadas sopogenines las
cudes son la base para la fabricacion de anticonceptivos y hormonas sexudes utilizadas como
tratamiento medico (Montado, 1991).

En Panama € flame representa un producto de exportacion y de consumo muy gpreciado
sobre todo en las zonas rurdes dd pais. Es uno de los tubérculos mas sembrados en Panama



(4,318 ha) y su rendimiento promedio varia segin @ &ea de produccion de 3,090 a 4,900 kgha
(PRIAG, 1997). Las invedigaciones en ede cultivo las inicidé d Indituto de Investigacion
Agropecuaria de Panama (IDIAP) a patir de 1983 en d &ea de Ocu, en donde actudmente s
redizan tradbgos sobre mango agrondmico, fertilidad, control de plages, densdad v,
Ultimamente, sobre mgoramiento gendtico y caracterizacion de germoplasma, determinando las
caracterigicas morfoldgicas que diginguen entre s a los cultivares exigentes. Al igud s eda
iniciando en las técnicas més precisas como los marcadores moleculares que permiten detectar

polimorfismaos entre variedades.

En los dltimos 10 aflos s ha incrementado  Sgnificativamente la produccion de fiame en
Panam§, regisrandose los mayores indices de a@ess sembradas y rendimientos en d periodo
19951996. En d alo 1999 s exportaron 90,744 kilos netos dd don Diamante 22, tolerante a la
antracnogs, por ser @ genotipo que reline las caracteridicas que satifacen las preferencias dd
consumidor dd mercado de exportacion como los Estados Unidos y d Caibe (MIDA, 2000).
Los cultivares criollos de fiame que se encuentran en d pais son los mas apreciados, ya que son
e ingrediente principd dd “sancocha” plato tipico panamefio y ademés la haina de fiame que
es utilizada para la elaboracion de otras comidastradiciondes del pais (Bieberach et al., 2001).

Los cultivares exigentes en Panama s encuentran conservados en € banco de
germoplasma dd Indituto de Investigaciones Agropecuarias de Panama (IDIAP), y de igud
forma se obtiene semilla vegetaiva sana a través de saneamiento y micropropagecion por medio
de técnicas in vitro. En la finca experimentd San Jos2 en d digrito de Ocl, Provincia de
Herrera, s han redizado, en los Ultimos dos afios, ensayos de caracterizacion morfologica
utilizando los descriptores morfolégicos del IPGRI para determinar las diferencias entre los
cultivares neciondes, los introducidos y las mezdas que han surgido como producto de la
manipulacion de los productores con € fin de obtener hibridos que seen tdlerantes a
enfermedades y plagas. Por lo generd edtos cultivares son sembrados por los agricultores de
escasos recursos y su semilla es llevada de un lugar a otro por smple intercambio. De dli la
importancia de poder caracterizar tanto los cultivares que se sembran  de manera comercid

como aguellos que son utilizados en |as &reas de escasos recursos.

El CATIE consarva en su banco de germoplasma ex situ ubicado en la Finca Cabiria,
diferentes genctipos de fiame a los cudes s0lo s les conoce datos de cosecha, rendimiento y

paatabilidad. La diferencia entre los cultivares estd determinada por los datos de pasgporte de

16



aquellos que hen ddo introducidos y por datos morfologicos recabados en d momento de la
recolecta. A estos genotipos no se les haredizado caracterizacion morfoldgicani molecular.

Conodiendo la diversdad genética de los cultivares de Dioscdress dd banco dd
germoplasma del IDIAP (d cud consarva tanto cultivares de uso comercid como los demas

cultivaees) y de la coleccon CATIE, pemitira la obtencion de informecion Uil para la
continuacion de los programas de meoramiento genético, obtencidn de hibridos resgtentes a
enfermedades'y produccidn de semillabasicay certificada, que llevaacabo € IDIAP.

17



1.2 Objetivo General.

Caracterizar  fenctipica y gendicamente la vaiabilidad presente en genotipos de Dioscorea
alata y de D. trifida dd banco de germoplasma dd Indituto de Investigacion Agropecuario de
Panamd, IDIAPy dd CATIE.

1.3 Obj etivos Especificos

Determinar @ nivel de variabilidad genética presente en sais genotipos de Dioscorea alata ded
banco de germoplasma dd Indituto de Investigacion Agropecuaria de Panama por medio de

marcadores moleculares y descriptores morfol ogicos.

Comparar las diferencias genéticas presentes en los genctipos de Dioscorea alata y D. trifida
del IDIAPy dd CATIE por medio de marcadores moleculares.

Edimar la eficiencia de los marcadores moleculares RAPD'’s  para caracterizar la base genética

de los grupos de Dioscorea alata.

Corrdacionar los datos obtenidos con los marcadores moleculares 'y las caracteridticas

morfologicas.

18



1.4 Hipdtess.

=25 Exide vaidbilidad gendtica entre los genctipos de Dioscorea alata y D. trifida de
banco de germoplasmadd IDIAP y dd CATIE

=& La técnica molecular RAPD’s es efectiva paa la caracterizacion genética dd  grupo

Dioscorea alata.

&5 Los marcadores moleculares RAPD’s y los descriptores morfologicos permiten separar

individuos en grupos acordes a caracteridticas Smilares.

=25 Exide relacion entre los resultados de marcadores RAPD' sy las caracterigticas
morfoldgicas

19



1. Revigon deliteratura

2.1 Dioscorea spp.

2.1.1. Origen

El genero Dioscorea posee una amplia variedad de especies de importancia econOmica,
comestible y medicind, esas especies se encuentran didtribuidas a 1o largo de las regiones
lluviosss de los trépicos y regiones subtropicdes (Montaldo, 1991). Segin Coursey (1976) ede
género tuwvo una amplia dispersdn a fines dd cretdceo pero luego ocurrid una evolucdon con
cursos poderiores diferentes en d vigo y en d nuevo mundo y s originaron digintos
desarollos en los dos hemidferios. La separacion de las formas ancedtrdes asédticas y dfricanas
ocurrié en d mioceno.

La familia Dioscorécese comprende sais géneros, de los cudes, Dioscorea es € mayor.
Cerca de 600 especies de Dioscorea han Sdo identificadas y de édtas, doce son comestibles
(Coursey, 1976). Dentro de este género, las egpecies comedtibles y de vaor comercid son:
Dioscorea alata, D. rotundata, D. esculenta, D. bulbifera y D. cayenensis, las cudes son
cultivadas ~ principdmente en Africa (Mandd, 1973). Algunas otras especies de Diosodrea
como D. floribunda y D. composita, son goreciadas debido a su dto contenido de sapogeninas
ederoiddes, sudancias Uutilizadas en la fabricacdon de antticonceptivos ordes, hormonas
sexudes y cortisong, sn embargo, €dos flames farmacéuticos continlan Sendo  esencidmente
especies slvestres (Rodriguez, 2000).

Para Vavilov (citado por Montddo, 1991), D. alata y D. esculenta se originaron en
Burna y Assam; sgin Ledn (2000), D. alata tiene su origen desde d este de India hasta Nueva
Guinea y en dla pudo haber sdo domedicado en mas de un lugar, como lo sugieren las
concentraciones de los cultivares en varias regiones. De Asa s expandié a la coda orientd de
Africa desde donde vino a América con € comercio de esclavos y es actudmente la especie mas
difundida desde la cogta norte de Honduras hesta Brasil, en a&ess de dta precipitacion. Otra
especie importante es D. cayenensis, la cud tiene su origen en Africa (Montaldo, 1991). Entre

las especies cultivadas, D. trifida es la Unica de origen americano. Su area de origen parece ser



Guyana y s extiende su cultivo hada d oriente de la Peninsula de México y las Antillas (Ledn,
2000).

Segin Wilson (1977), d flame se diferencia de las restantes raices y tubérculos, por su
amplia diversdad genética y origen a partir de diferentes centros América tropicd . trifida),
Africa occidenta (D. rotundata, D. cayenensis, D. bulbifera, D. dumetorum) y € sudeste
asiético O. alata, D. esculenta, D. opposita). Dioscorea alata es la Unica epecie de fiame sin
representacion dlvestre en d mundo entero. Al igud que D. rotundata, D. alata pertenece a la
seccion Enanthiophillum del género Dioscorea.

D. alata se dispersd antes de los 100 afios A.C en Talanda 'y Vietnam vy, a través dd sur
ded Ma Chino, donde se desarolld un centro de origen secundario cerca de las idas Cdebes,
desde las que s extendid a Nueva Guinea y Polinesa  ContinGio su dispersédn hecia € oete
aravesando € subcontinente  hindll hasta detenerse frente a los desetos de Baduchigan y
Punjab (Purseglove, 1972). Cuando los portugueses penetraron d Océano Indico, aprendieron
d u de D. alata de los mainos hindles y mdayos, quienes lo utilizaban como provison en
sus barcos cuando emprendian viges prolongados (Rodriguez, 2000).

Dentro dd género de las DiostOress se diginguen, como ya se menciono, dos tipos de
egpecies las egpecies medicindes (gproximadamente 50 especies), y las especies comedtibles
gue forman dos grupos las especies domedticadas y las especies slvedres. De las 40 a 50
egpecies domedticadas solo 11 son cultivadas de las cudes sas son fuentes de dimento
(Madaurie et al., 1998). Por sr tan amplio d género se ha dividido en secciones en donde las
més importantes son: Enantiophillum (D. alata y D. cayensis), Combilium (D. esculenta),
Osophyton (D. bulbifera) y Macrogynodium (D. trifida) (Montado, 1991).

Las especies utilizadas a nivd mundid para la dimentacion de acuerdo con Montado (1991)
on:

z#s Complgo Dioscorea rotundata-cayenensis condituye la mayor pate de la
produccion de fiame en Africac 19 millones de tondadas d aio (Kay, 1987), pero
€S una especie poco cultivada en Amdrica tropicd. De Rizoma solitario
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generdmente grueso 'y ramificado, tdlo dlindrico y espinoso, hojas smples
enteras, opuestas o aternas.

##s Dioscorea alata: originaia dd Sudese asdico, en la actudidad condituye la
principd especie cultivada Con rizomas olitaqios 0 agrupados de 2 a 4,
redondos, dlindricos, oblongos o de forma irregular, tdlos fuetes dados €n
espinas con hojas acorazonadas, Smplesy opuestas.

ez Dioscorea esculenta: cultivada en & Sudese de Asa y Africa Rizomas
pequerios en forma de racimo, talo espinoso y hojas Smples, acorazonadas.

ez< Dioscorea bulbifera: Cultivada en d Sudeste de Asia, Africa y dgo en las idas
dd Padfico y en las Antillas Un solo rizoma por planta, blanco y globoso; talo
sn expinas, hojas Smples, enteras, grandes, dternas u opuestas.

s Dioscorea trifida: originaria y cultivada en América tropicd y dgo en d Sudeste
de Ada Rizomas pequefios redondos o conicos, tdlos cuadrangulares, dados y
SN espinas, hojas pamadas profundamente lobuladas y aternas.

2.1.2 Biologia y Botanica

Los flames son plantas dioicas dd género Dioscorea, pertenecen a la familia
Dioscoreacese 'y producen tubérculos y bulbillos (tubérculos aérens) de importancia econdmica
Su tdlo es en forma de bguco que puede llevar 0 no espinas. Con hojas dternas u opuedtas,
largamente pecioladas, tdlos dados 0 de seccion transversd ovdada (Montddo, 1991). Las
flores son pequefias en racimos 0 paniculas de 3 s&pdos y 3 edambres sin embargo, en cad
todas las egpecies dimenticias cultivadas hay muy escasa floracion. El fruto es una cipsula
s, gplanada o cdircular que es varde d formarse y café d madurar, los rizomas pueden s
solitarios 0 en grupo (Poot- matu y Mijangos Cortés 2000). El rizoma y las raices principaes
del fiame brotan de una especie de cormo que aparece muy temprano en € ciclo de la planta; s
encuentra locdizado en la base dd tdlo (Montddo, 1991). Edos tubérculos que e forman son
predominantemente cilindricos y ricos en carbohidratos (Mandd, 1993).

El crecimiento de ede cultivo es severamente redringido por las temperaturas inferiores
alos 20° C vy, la planta requiere temperaturas en d rango de 25° C a 30° C paa exhibir un



desarrollo normd; se adgpta a periodos secos y puede sobrevivir bgo condiciones de déficit
hidico mgor que muchos cultivos sn embargo crece mgor en agudlas aess donde llueve
durante Sete u ocho meses, pero una precipitacion bien digribuida o la irrigacion equivdente es
necesaria para acumular los 1500 mm requeridos por d cultivo durante un ddo anud
(Onwueme, 1978, citado por Rodriguez, 2000).

Los mgores rendimientos s2 obtienen en sudos francos, orgdnicos, profundos y fértiles, que
estén bien drenados y bien mangados. Tolera un amplio rango de vaores de pH, sendo lo
optimo entre5y 6 (Montado, 1991).

2.1.3 Disponibilidad de Recur sos Genéticos

Es probable que exiga germoplasma de Dioscorea gp., induyendo D. trifida en las
eseaciones experimentdes de los paises que lo cultivan en las Antillas, pudiendo tener adgunos
cultivares sdeccionados. En estudios que s han redizado dd germoplasma cubano de este
cultivo se obtuvieron 6 especies las cudes s consarvan en d Centro de Mgoramiento de
Samillas Agamicas dd Minigerio de la Agricultura (Rodriguez, 1980).

La estacion experimentd dd INIA, en lquitos Per(, tiene una pequeiia coleccion de
doce ecotipos de la region. En la ida Guaddupe, d CIRAD tiene 77 accesones colectados a
nived mundid, induyendo agunos hibridos Uno de los centros en donde mas s edtudia la
diversdad gendtica de ede cultivo es d Indituto Internaciond de Agricultura Tropicd, IITA, en
Ibadan, Nigeria Desde ese centro d Grupo Conaultivo de Investigacion Agricola Internaciond
(GCIAR), == concentra la invedtigacion globd en mgoramiento genético, sdeccion de
vaiedades resdgentes a plages, virus y enfemedades, lineas de dto rendimiento  utilizando
germoplasmalocd y extranjero que consarva en su banco de germoplasma  (CGIAR, 2002).

Respecto a la determinacion de la variabilidad genética, Ramser et al. (1996) utilizando
marcadores moleculares RAPD’s determing las diferencias genéticas de 23 accesones de D.
bulbifera provenientes de diferentes locdidades geogréficas de Africa, Ada y Polinesa
determinando dta heterocigosidad de las accesiones de Africa con Ada y Polinesa Utilizando
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la migma técnica, Asemota et d (1996), identificaron la variabilided genética dd germoplasma
de flame de Jamaica d cud hasta ese momento solo habia Sdo caracterizado morf ol dgicamente,

En Panam&d = consarva un banco de germoplasma de Dioscoress d cud comprende 15
cultivares. Estos maerides poseen caracteridticas fenctipicas digtintas segin dgunos ensayos
redizados previamente en € IDIAP. En 1999 < redizd un ensayo de caacterizacion de 4
cultivares de fiame mediante la utilizacion de iscenzimas, més epecificamente mediante la
determinacion de las dfa esterasas, mostrando patrones de bandas diferentes para todos los
cultivares (Mordeset al,. 2001).

En la seccon de colecciones de campo “Cabirid’ perteneciente a la Unidad de Recursos
Ftogenéticos dd CATIE, s consava un totd de 68 genotipos de fiame didribuidos en nueve
especies provenientes de diferentes partes de mundo (CATIE, 2003).

2.2 Caracterizacion Morfolgica

Los caacteres morfologicos han 9do muy usados paa la identificacion de especies,
familias y géneros de plantas. Ademas, las caracteridticas morfologicas y su etnobotanica han
sSdo d tema de numerosos estudios en genélica de poblaciones y agricultura, donde la resstencia
aplagasy enfermedades'y € rendimiento han sdo factores importantes (Falconer, 1981).

Diferentes nivdles de vaiabilidad pueden s estimados usando caracteres morfolGgicos.
Su respuesta a la sdeccion y sus antecedentes genéticos pueden ser determinados, éstos tipos de
caacteres son usudmente dominantes y recesvos. Es as que la mayoria de las plantas
cultivadas con importancia econdmica tiene sus parones de identificacion, caracterizecion y
evduacion. Paa llegar a estos protocolos se han redizado estudios bésicos de las caracteridicas
en d sentido de conocer la variabilidad de los caracteres dentro y entre plantas, luego se han
sdeccionado agudllas caracteridicas cuditativas y cuantitativas que han resultado ser més (tiles
parala descripcion (Enriquez, 1966).

Se entiende por caacterizacion a la descripcon de la vaiacion que exita en una

coleccion de gemoplasma, en téminos de caracterigticas morfologicas y fenoldgicas de dta
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heredabilidad, es decir caracteridticas cuya expreson es poco influenciada por € ambiente. La
caracterizacion debe permitir diferenciar alas accesiones de una especie (Abadie y Berretta, sf).

En la mayoria de las plantas cultivadas, los Organos més importantes para la descripcion
morfologica son aqudlos que etdn menos influenciados por € ambiente entre étos Organos
quizés los més importantes son la flor y @ fruto; le dguen en importancia otros como las hojas,
troncos, ramas, raices y los tgidos cdulares que muchas veces son muy dificiles de caracterizar
(Enriquez, 1991).

Paa la caacteizacion morfologica se  utilizan  descriptores que deben  reunir  las
sguientes caacteridicas ser fédlmente obsarvables, tener dta accion discriminante y bga
influencda ambientd, lo que permite regidrar la informacidon en los gdtios de colectas  la
uniformizacion de los descriptores utilizados es un requisto para que la caracterizacion tenga un
vaor universa, para dlo se hace uso de las lidas de descriptores bien definidos y rigurosamente
probados que dmplifican condderdblemente todas las operaciones de regisro de daos
actudizacion, modificacion, recuperacion de informacion, intercambio, andiss y trandformacion

de datos (Abadie y Berretta, sf).

Ademés de proporcionar un  mgor conodmiento dd germoplesma digponible,  la
caacterizacion  bien redizada preseta dgunas ventgas adiciondes  pemite  identificar
duplicados, gmplificando los trabgos Sguientes radondizando los trabgos rdaivos a las
colecciones activas y de base evitando duplicacion de actividedes y haciendo un uso més
eficdente de los recursos humanos y financieros. También pemiten & edablecimiento de
colecciones nicleos que, por definicdon comprenden, un minimo de redundancia de la diversdad
genética reunida en una especie cultivaday en las epecies slvestres relacionadas (Vals, 1989).

Dentro de los caacteres morfologicos que definen las caracteridicas dd  género
Dioscorea op., esan € color y didmetro dd tdlo tanto joven como meaduro, la presencia o no de
espinas en la base dd tdlo o en todo d tdlo, presencialausencia de tubérculos aérens, forma del
tubérculo subterraneo asl como su anchura, color de la pid, color de la pulpa, presencidausencia
de grietas en su supeficie y propiedades organolépticas dd tubérculo luego de ser cocinado
(IPGRI/IITA, 1997).



2.3 MarcadoresMoleculares

La definicion de la edructura molecular ddl &cido desoxirribonudeco (ADN) por pate
de Wason y Crick en los afios '50, aburid todo un mundo de nuevas poshilidades cientificas para
e oonocmiento y mgor grovechamiento de plaitas animdes y  microorganismos,
contribuyendo en gran pate a lo que s ha dado en llamar, la revolucion biotecnolégica (Phillips-
Mora, 1998).

Cada molécula de &ido desoxirribonucleico consste en una doble hélice formada a partir
de dos hebras complementarias de nudledtidos, empargadas mediante enlaces de hidrégeno entre
los paresde bases GCy A-T (Alberts et al., 1996).

Ahora es posble conocer d contenido genético ded ADN mediate d uso de marcadores
moleculares los cudes s han convertido en heramientas para identificar caracteristicas que
estan relacionadas con ressencia a enfermedades, produccion, cdidad, etc. Su uso frecuente en
la agricultura ha ddo Wil en edudios taxonomicos y filogenéticos de cultivos de importancia
econdmica ad también como paa la caacteizacion e identificacion de genctipos  (Phillips-
Mora, 1998).

A mediados de la década de los 60's los marcadores utilizados en edtudios de gendtica y
mgoramiento eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfolégicos, en
gened fendtipos de fécl identificacion visud como enanismo, deficiencia dordfilica, color de
pédos o morfologia folia. Los marcadores morfolGgicos contribuyeron Sgnificativamente d
desarrallo tedrico dd andiss de ligamiento y la congtruccidon de las primeras versones de magpas
genéticos (Ferreray Gratapaglia, 1998).

Sn embago, d pequelio nimero de marcadores morfoldgicos digintes en un mismo
linge reducia la probabilidad de encontrar asociaciones Sgnificatives entre etos  marcadores 'y
caacteres de importancia econdmica a través dd estudio de poblaciones segregantes. La
revoludon en ede plano s« inidd con d dexcubrimiento y utilizacddn de los marcadores
isoenzimaticos los cudes s definen como un grupo de mlitiples formas moleculares de una
misma enzima presentes en una especie, como resultado de la presencia de méds de un gen
codificado para cada una de las enzimas (Montaldo,1991 ).
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Con la llegada de las técnicas modenas de hiologia molecular, surgieron diversos
méodos de deteccion de polimorfismo genético directamente a nivd de ADN. Inicidmente la
utilizacion de enzimes de redriccion pemiti6 d andiss dd polimorfismo de longitud de los
fragmentos de ADN o técnica mgor conocida como RFLP. Luego se desarollé d proceso de
amplificacion en cadena utilizando una ADN polimerasa o técnica de PCR (Reeccion de cadena
de la polimerass). Ambas técnicas han derivado en muitiples técnicas como son la amgificacion
de ADN d azar (RAPD’S), fragmentos polimdrficos de ADN amplificados (AFLP), minisatdites
(VNTR) y microsatélites (SSR), entre otros (Becerray Paredes, 2000).

Uno de los aspectos fundamentdes de la revolucion causada por la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), fue la poshilidad de generar grandes cantidades de ADN de segmentos
especificos dd genoma, los cudes pueden ser detectados faciimente a smple vida por medio de
una dectroforess utilizando para dlo “primes’ 0 secuencias cortas  arbitrarias  de

oligonud edtidos para dirigir la reaccion de amplificacion (Ferreiray Grattapaglia, 1998).

Los marcadores moleculares 2 han utilizado o se pueden utilizar en los gSguientes
agpectos de la mgora de plantas edimecion de la disancia genética entre poblaciones,
vaiedades, lineas puras e hibridos identificacion y digincion de variedades e hibridos para
proteger los derechos del obtentor vegetd en € registro de variedades protegides de cada pais,
esablecimiento de reaciones de parentesco entre lineas de variedades para redizar estudios
gendlicos, locdizacion e identificacion de genes cuditaivos 0 mayores y también de genes con

efectos pequefios que afectan caracteres cuantitativos (los asi lamados QTLS) (Moreno, <)

En € a&ea de los recursos genéicos los marcadores moleculares han proviso de
informacion relevante en &ess claves de la consarvacion y caacterizacion de germoplasma
(Otero et al., 1997).

Las ventgas de los marcadores moleculares es que son fenotipicamente neutros, pues no
son afectados por d medio ambiente, s2 pueden evduar un nimero indeterminado de dlos, s
puede andizar toda la planta o parte de dla, pueden ser evduados desde que la planta esta en sus
primeros edados de desarollo y aparentemente no muedtran epigads (Phillips-Mora et
al.,1995).
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De acuerdo con Otero et al, (1997), la rdpida identificacion de la extenson de la
vaiacion genética dentro y entre poblaciones usando marcadores moleculares, es de vdor para

las actividades de conservacion gendticay parad desarrollo de poblaciones mgoradas.

La desventga que hoy en dia tiene d uso de los marcadores moleculares en estudios de
germoplasma y diversdad genética es d dto costo de los reectivos y |os equipos que se utilizan
paa llevar a cabo las reacciones, equipos que no Sempre esan a digpodcion de todos los
laboratorios de los paises en desarrallo.

2.4. ADN Palimorfico Amplificado al Azar (RAPD)

Eda técnica fue desarrdllada independientemente por dos grupos en Edtados Unidos
Williams et al. (1990), describieron una técnica en € contexto dd  andiss menddiano,
demodtrando la identificacion de marcadores genéticos para mgpeamiento; la patentaron con €
nombre de RAPD o “Random Amplified Polymorphic DNA” (ADN polimorfico amplificado d
aza). Wesh & McCldland (1990) a su vez propuseon la denominacion més agpropiada para la
técnica, llaméndola AP-PCR 6 “Arbitrarily Primed Polymerase Chain  Reection” 0
Amplificacion d azar de la reaccion en cadena de la polimerasa ( Ferreiray Grattgpaglia, 1998).

La modificacion de la técnica PCR que dio origen d RAPD = logro d sudtituir d uso de
un par de odligonudedtidos (“primers’, iniciadores 0 cebadores) largos, por un solo “primer”
corto y con la capacidad de unirse a muchos loa diferentes. El producto de esa unidon pueden ser
bandas polimorficas cuando se ha producido una pédida, insercidn o cambio de un solo
nucledtido en la cadena molde (Beceara y Paredes, 2000), pero s exigen diferencias en una o
ambas hebras donde deben insertarse los cebadores se da como resultado la no amplificacion de
la banda (Lopez, 1999).

La técnica de los RAPD, como ya s ha mencionado, se basa en una modificacion de la
técnica de la PCR. El PCR pemite la amplificacion especifica de regiones de un genoma
flanqueadas por secuencias conocidas.  Pequefios  odligonudedtidos, con homologia a  las
secuencias flanqueantes, son utilizados como iniciadores por la polimerizacion dd ADN de la
region de interés (Mendoza Herrera 'y Simpson, 1997). Los cebadores 0 “primers’ RAPDs son
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cgpaces de hibridar a dentos de gtios en d ADN, sn embargo no todas las hibridaciones
conllevan a la amplificacion de un fragmento. Para que esto ocurra es necesario que € cebador
s acople a dos Stios en cadenas opuestas dd ADN, cercanos dentro de 2 kb de cada una, que es
e tamafio méximo de un fragmento de PCR. Cuando édtas condiciones exigen se produce una
amplificacion exponencid y se genera un fragmento. Los fragmentos amplificados provienen
gendmente de diferentes regiones dd genoma por lo que s pueden examinar multiples loci
rgpidamente. El poder de éda técnica se pone de manifieto cuando se utiliza para identificar
vaiaciones en la secuencia de ADN entre individuos, esos cambios en la secuencia producen un
paron diferente de fragmentos amplificados, los cudes son separados en gdes de agarosa en
presencia de bromuro de tidio y visudizados con |uz ultravioleta (Cornide, 2000).

RAPD’s son marcadores dominantes, 0 sea, que la gpaicion de una banda implica que
existe una homologia con € cebador, todos los demés ddos que no son homdlogos d stio de
union con € cebador no se amplifican. La naturdeza de los fragmentos amplificados esta
fuertemente influenciado por las secuencias dd ADN ded organismo en edudio y las de
oligonudedtido (Williams et al. 1990), y de las condiciones de la reaccion (Becerra y Paredes,
2000).

Los resultados de RAPD’s obtenidos en plantas indican su herencia dominante, su
habilidad para detectar regiones de ADN dtamente vaiables (510 locd por “primer”), su
tremenda potencidided en € mgpeo de genes, idettificacion de razas, edtudios de hibridacion
inter e intreespecifica y en € edudio de la vaiacidn gendética en poblaciones dtamente
emparentadas (Becerray Paredes, 2000).

Para llevar a cabo d andiss de RAPD's s requiere de los sguientes cinco eementos
bésicos (Williams et al., 1990; PhillipsMora et al., 1995; Lopez, 1999; Arguedas, 2001):

1. ADN molde es € ADN de cadena doble proveniente dd organismo que se quiere andizar.
La concentracion dptima de ADN sugerida por Weising et d. (1995), es de 10-50 ng por
50 pl de reaccion.

2. “Primg” 0 cebador: oligonudedtido o segmento corto formado por una cadena smple de
nucledtidos, usudmente 10 en d caso de RAPD’s y deben tener un contenido de d menos



un 50% de guanina-citocina para funcionar correctamente, con la propiedad de locdizarse
y unire a dtios complementarios dd ADN desnaturdizado. Para la mayoria de las plantas
los“primers’ pueden generar de 2-10 productos de amplificacion.

3. Desoxinudedtidos se requieren concentraciones adecuadas de dATP, dGTP, dCTP vy
dTTP paralasintessdelacadena

4. Soludon “tampon”: les soluciones deben contener  concentraciones  Optimas  de  iones
potaso y magnesioy ser cdibradaa un pH de 8/4.

5. Taypdimerasa e la enzima ADN-polimerasa termoestable extraida de la becteria
Thermus aquaticus (Erlich, 1989). Eda enzima tiene la propiedad de redituir la doble
cadena de ADN mediante su sintess a partir de un punto determinado fijado en este caso

por d “primer”.

Durante todo € andiss RAPD’s s da una serie de reacciones quimicas en forma ciclica,
las cudes involucran tres fases que son definidas por cambios en la temperatura (Innis et al.,

1990).

1. Dexnaurdizacion dd ADN que ocurre entre 93-95° C, en este momento las dos cadenas
Se sgparan y permanecen en suspension hasta que latemperatura se reduce.

2. Unidn con d “primer” a35° C, en Stios complementarios de la cadena disociada

3. Sintess dd ssgmento complementario de la cadena en una direccion especifica (5 a 3) a
patir de la unidén dd “prime” de reaccidn, se produce mediante la accion de la polimerasa
y la presencia de desoxinudedtidos libres en la solucion y otros dementos minerdes como
d magneso y € potaso, estafase se producea72° C.

Edas tres fases condituyen @ ciclo completo de amplificacion @ cud e repite entre 40 y
50 veces bgo condiciones que semgan a las que ocurren en la reeccion en cadena de la
polimerasa (PCR), logrando la amplificacion exponencid de varios fragmentos de ADN (Innis et
al. 1990). Edos fragmentos Sntetizados son los marcadores RAPD’s y s visudizan d someter a



electroforess en un g de agarosa las muestras de ADN coloreadas con bromuro de etidio para
ser visudizadas con laayuda de luz ultravioleta (Williams et al. 1990).

2.4.1 Ventajasy desventajasdelatécnica

Las principdes ventgas de la técnica de RAPD’'s son la rapidez en la obtencidn de
resultados, € codo reducido, d no uso de radioactividad, menor inverson en equipos la
cantidad reducida de ADN requerida (Becerra y Paredes, 2000), no requiere desarrollo previo de
una biblioteca de sondas especificas para d organismo de interés, permite detectar & gran
palimorfiamo de ADN digtribuido por todo € genoma de estudio ( Ferreiray Grattgpaglia, 1998).

Una de las princdpdes limitaciones de la técnica es € bgo contenido de informacion
genética por locus, ya que solo un ddo es detectado d ser amplificado, a excepcidn de los ddos
codominantes resultantes de pequefies inserciones 0 delecciones en € locus RAPD ( Ferera y
Gretapaglia, 1998). Otra limitacion es la incondsencia de los daos debido a diferentes
condiciones de laboratorio lo que produce pequefies dteraciones en los patrones de amplificacion
que pueden dar origen a resultados diferentes.  Edta desventga se puede reducir logrando un dto
grado de estandarizacion de las condiciones de reaccion y de amplificacion, usando un control
inteno para assgurar la reproducibilidad de los productos de la amplificacion, ademés dd
registro de las bandas nitidas y consstentes (Becerray Paredes, 2000).

2.5 M étodos estadisticos multivariados aplicados a biologia molecular.

Bl origen dd andiss multivaiado s remonta a los comienzos dd dgo XX, oon
Pearson y Sperman, época en la cud se empezaron a introducir los conceptos de la estadidtica
moderna. En términos gengrdes, d andiss multivariado se refiere a todos agudlos méodos
edadidicos que andizan smultaneamente medidas mlltiples (més de dos vaiables) de cada
individuo. En sentido edricto, son una extenddn de los andids univaiados (andiss de
digribucion) y bivariados (clasficaciones cruzadas, corrdacion, andiss de vaianza y
regresones smples) que se condderan como td 9 todas las vaiables son destorias y edén
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interrdlacionadas (Franco e Hiddgo, 2003). Los méodos edadidicos multivariados més
utilizados en egtudios biotecnoldgicos son las distancias genéticas, los coeficientes de similitud,
dendogramas y conglomerados (Martinez, 1995).

Los coeficdentes de gmilitud se recomiendan para comparar  accesones cuyas
caracteridicas son evauadas en una escda nomind 0 de daos de doble estado (presencia o
ausencid) de las caracterigicas medidas. Los vaores que se obtienen de los codficientes de
smilitud varian entre uno (1) y cero (0), dendo d vdor 1 d de méxima smilitud y & vdor O d
de minima Entre los indices més usados s tienen 'Smple Maiching Coefficent’ (SMC),
Jeccard (CAJ), Rogers y Tanimoto (RT), y Dice o Sorensen (SD). Las digancias genéticas
representan la Smilitud como la proximidad de las varigbles o accesones con respecto a las
demés Son en redidad medides de diferencias donde los vaores devados indican una menor
gmilitud (Franco - Hidago, 2003).

Los andliss de conglomerados proveen d invedigador de “agrupaciones naturdes’ de un
conunto de individuos razas 0 vaiedades Colocan conjuntos de individuos en grupos
exhaudtivos y mutuamente excduyentes, de td forma que se puedan hacer inferencias estadisticas
de samganza o diferencias en los grupos y entre los grupos provigos por € andiss. En los
dendogramas visudmente se reconocen primero los grandes grupos, es decir los que s hen
originados a nivdes bgos de dmilitud, luego s andizan dichos grupos separdhdolos en
subgrupos, conjuntos Yy subconjuntos hedta llegar a los nideos que representan la méxima
smilitud hallada en los individuos que se estudian. (Martinez, 1995).

En d andiss de componentes principades las vaidbles origindes definen un espacio
euclideano en las cudes la dmilitud entre elas es medida como una digancia eudideana Los
resultados de este andiss se grafican sobre ges ortogondes que representan los componentes
principdes y que deimitan un egpado bi o tridmendond en donde los individuos s gStlen
dentro dd espacio ddimitado por las componentes segin los vaores de sus coordenadas con
repecto a estas (Cornide, 2000).
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[1l. Materiales y Métodos

La invesigacion condgié en dos fases, la primera de |aboratorio para € esudio de la
variabilidad genética de 37 procedencias de fiame de los bancos de germoplasma dd IDIAP
de Panama y dd CATIE en Coda Rica y la segunda de campo, paa evduar
morfologicamente 6 procedencias promisorias dd banco de germoplasma dd  IDIAP en
Panama.

3.1 Localizacion dd estudio

La caracterizacion morfologica se redizd en € corregimiento de Sen Josg, Didrito de
Ocl, Provincia de Herrera, Republica de Panamd, que se encuentra ubicado a 8° 6 ce latitud
Norte y 80° 41’ de longitud Este, con una dtitud de 100 msnm,, la temperaura promedio anud
es de 28° C, humedad rdativa de 35%, y una precipitacion anud de 1500 mm (IDIAP, 2002).

La caacteizacion molecular se rediz0 en d Laboratorio de Biologia Moecular de la
Unidad de Biotecnologia dd Centro Agrondmico Tropicd de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), ubicado en Turridba Cogta Rica

3.2 Caracterizacién morfoldgica

3.2.1 Material experimental

Se utilizaron 34 accesones de Dioscorea alata, y 3 accesones de Dioscorea trifida, de
las cudes 16 accesones pertenecen a la coleccion  dd cultivo in vitro dd Laboratorio de
Agrobiotecnologia dd IDIAP, y 21 accesones dd banco de germoplasma dd CATIE. Paa la
caacterizacion morfologica solamente se utilizaaon 6 accesiones promisorias dd banco de
germoplasmade IDIAP (Cuadros 1y 2).

Los demés cultivares estudiados son conservados en la seccidn de colecciones de campo
“Cabirid’, perteneciente a la Unidad de Recursos Ftogenéticos dd CATIE, ubicada en
Turridba, Coda Rica, a 9° 38de Iditud Norte, 83° 38 de longitud Oeste, con una eevacion de
602 mshm, con unatemperatura promedio diariade 22,5 ° C'y 2645 mm de precipitacion anud.
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Cuadro 1. Nombre dd genctipo, procedencia, proveedor e informacion adiciond de la coleccion
de fiame (Dioscorea spp.) dd banco de germoplasma IDIAP, Panama

Nombre de Géneroy . e
genotipo Especie Procedencia Proveedor Informacion adicional
Programade Investigaciény Cultivar  ampliamente sembrado en
Darién D. alat Ocu, Herrera, Desarrollo en Raicesy Panama. Tipo baboso que se desintegra en
-alaa Panama Tubérculos Tropicales lacoccidn. Susceptible aantracnosis.
Pr de Investioacié Cultivar introducido desde Costa Rica en
Diamante CostaRica Deos%rr?(rjrl]ﬁ) ; rlg/al'celgam ony los 90's. Destinado a la exportacion. No se
6322 D. alata " CEsy desintegra en la coccion. Tolerante a
Tubérculos Tropicales .
antracnosis.
Programade Investigaciény - -~ .
. - Caracteristicas similares a  Diamante
Clon94 D. alata CostaRica Desa}rrolloen Raycesy 6322. Introducido desde Costa Rica
Tubérculos Tropicales
b. alata ) Programade Investigacion y Tubérculo deti pg/baboso qulesedeSI ntegra
M . : Ocu, Herrera. . durante la coccién. Ha caido en desuso
ano detigre Panama. Desarrolloen Raicesy debido a la predominancia de los cultivares
Tubérculos Tropicales - P
Darieny Diamante
Jamaica o D 4 Ocu, Herrera. grogranllla delr:;/e,stlgau ony Se presume que fue introducido desde las
Jamaiquino eSCoNOCItd panama. esarrolio en Raicesy Antillas. Es poco cultivado
Tubérculos Tropicales
Instituto de Biotecnologia de Introducido en forma de cultivoin vitro en
) o las plantas Universidad 1992, se conserva en el banco de
Blancoo Pelu| D. alata Cuba (in vitro) . . germoplasma del IDIAP. No se cultiva en
Centra delasVillas, Villa s p
el pais. Presenta tallo y peciolos de color
Clara, Cuba
morado.
Programade Investigacion y Cultivar tradicional, sembrado en € &ea
Coco D. alata Desconocida Desarrollo en Raicesy de Ocu. Tipo baboso. Actuamente en
Tubérculos Tropicales desuso
Cabuya D alata Desconocida Ing. José Antonio Aguilar
Pdeta D. alata Desconocida Ing. José Antonio Aguilar
Criollo Pueblo Nuevo, San . . . . .
D. alata '
baboso Carlos, Chirigui Ing. José Antonio Aguilar Susceptible a enfermedades. Tipo baboso
. Cerro Cabuya, L . . Tolerante a enfermedades, parecido &
Crista D. alata Alanje, Chiriqui Ing. José Antonio Aguilar Diamante. Introducido en 2002.
D.I oscorea D. trifida Desconocida
trifida
Culebro D.alata | pesconocida
Espinoso Desconocidd pesconocida
Nampi D.trifida | Santiago de
morado Veraguas, Panama
Riampi blanco D. trifida | Santiago de

Veraguas, Panama




Cuadro 2. Nombre de genctipo, especie, vaiedad y procedencia, de la coleccion de fiame
(Dioscorea spp.) dd CATIE.

Numer o de genotipo Géneroy Especie Variedad Procedencia
6319 D. alata SEA 11916078 Mayagiez, Puerto Rico
6323 D. alata SEA 191-16083 Mayagiez, Puerto Rico
6324 D. alata SEA 241-16084 Mayaglez, Puerto Rico
6326 D. alata SEA 15340 Mayaglez, Puerto Rico
6327 D. alata SEA 15524 Mayaglez, Puerto Rico
6328 D. alata SEA 15573 Mayaglez, Puerto Rico
6344 D. alata SEA 184-16080 Mayaglez, Puerto Rico
6345 D. alata SEA 304-16085 Mayagiez, Puerto Rico
6346 D. alata SEA 15131 Mayagiez, Puerto Rico
6347 D. alata SEA 15134 Mayagiiez, Puerto Rico
6348 D. alata SEA 15478 Mayagiez, Puerto Rico
7064 D. alata Ashmore Petit-Buorg, GLP
7066 D. alata Pakutrany Petit-Buorg, GLP
7231 D. spp. Desconocida NI
7248 D. alata Desconocida Herrera, Panama.
7201 D. alata Desconocida Herrera, Panama
7305 D. spp Desconocida NI
7311 D. sop Desconocida NI
7332 D. spp Desconocida NI
7333 D. spp Desconocida NI
7363 D. alata Desconocida Veraguas, Panama

NI = no hay informacion

3.2.2 Mang o Agronémico

El maerid de sembra de Dioscoreas utilizadb en la evduacion morfoldgica, se obtuvo
del banco de germoplasma del IDIAP. Los materides utilizados en éda fase de la investigacion
fueron las variedades Pdeta, E5pinoso, Darién, Cabuyay Diamante 6322.

La preparacion dd sudo para d edablecimiento dd ensayo < redizd d inico dd
periodo de la estacion lluviosa (mes de abril), conggio en la recoleccion de los troncos y piedras
de la parcda, luego se procedié a aar d sudo a una profundidad entre 30- 40cm, e redizaron 2
pases de rastra (Figuras 1 y 2). Pogteriormente, se procedio a confeccionar los surcos para €
edablecimiento del ensayo a una digancia de 1,0 m entre surcos y 40 cm de dtura dd lomillo
para proporcionar las condiciones Optimas para € desarollo de los tubérculos (IDIAP, 1998;
IDIAP, 1999).



Figural. Preparacion del terreno para Figura 2 Terreno arado y surcado para
esteblecimiento del ensayo inidar lasembra de fiame

Después de la preparacion del terreno se procedié a redizar un muestreo para la toma de
muestras de suelo (20-40cm de profundidad) para envialas d laboratorio de sudos dd IDIAP
paa ad deeminar d nivd de fetlidad y a patir de los reatados determinar los
requerimientos de fertilizante parad cultivo (Anexo 2 resultados de andisis de sudo).

La samilla de fiame para edtablecer d ensayo consisid de secciones de tubérculos de 100
g, a los cudes £ les rediz6 una inmerson en una olucion de Benomil (Benlate) a una
concentracion de 2gr/l por 2 horas, d dia aterior a la sembra en d campo. Después de la
inmerson en la solucion de Benomil las samillas s2 secaron a la sombra en cgas plédticas hasta
d momento delasembra(Figura3) .

La diganca de sembra utilizada fue de 050 m entre plantas paa una denddad de
dembra de 20000 plantas por hectarea (Jménez et al. 2002). La semilla se sambré a un
profundidad de 5 cm (Figura 4). No e redizd gplicacion de productos quimicos (nematicides,
insecticidas) d momento de laSembradd ensayo

Sobre la base dd andliss de sudo, a los 40 dias después de la dembra s fertilizaron las
parcelas con fertilizante 15-30-8 a una proporcion de 13.6g por planta (272 kg/ha).

Fue necestrio mantener @ cultivo limpio de mdezas durante los primeros meses mediate d
control manud (Rojaset al., 1997).
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Figura 3. Semillasde fliame secando d Figura4. Sembrade las samillas de
areluego de ser sometidas a fiame auna diganciade 0,5 my
un bafio en Benomil 5 cm de profundided

3.2.3 Caracterizacion de cultivares

Para la caracterizacion de los cultivares se utilizd la liga de descriptores morfologicos del
Indtituto Internacional de Recursos Ftogenéticos, (IPGRI por sus Sglas en inglés) para fiame
(IPGRI/NIITA,1997)(Anexol). Los datos de caracterizacion s han edado tomando a partir de
aho 2001 como pate dd proyecto de investigacion y desarrollo en raices y tubérculos tropicdes
que lleva a cabo € IDIAP en su seccion de investigacion agricola La lista de IPGRI comprende
134 descriptores, s utilizaoon paa d presente estudio 72 descriptores que corresponden a
desarollo vegetetivo en tdlos y hojas y susceptibilidad a edtrés hidtico, las caracteridicas
relacionadas a tubérculo no fueron tomadas como en los dos afios anteriores (2001-2003), debido
a que d tiempo implicado para la cosecha d cud correspondia d mes de febrero dd proximo
aio, es un peiodo que = encuentra fuera de periodo correspondiente a lo edipulado para €
edudio. Las 72 caracteridicas s dividen en 58 caracteridicas cuditativas y 14 cuantitativas
(Anexol).

3.2.4 Disefio experimental

Se caracterizaron 6 accesiones de Dioscorea alata utilizando un moddo correspondiente
a un disefio en blogues completos deatorizados con 3 repeticiones (que corresponden a cada afo
de Sembra 2001-2003) y 6 tratamientos (cultivares Pdeta, Kabusha, Daién, Clon94, Diamente
6322 y Espinosn). Cada parcda ettaba condiituida por 40 plantas en donde se tomaron d azar 20
plantas para la toma de los datos, las 20 plantas restantes representaban un borde, cada unidad de
observacion estaba condtituido por una planta. Se aclara que los afios de Sembra se toman como
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factor de blogqueo porque no interactlan con la respuesta de desarrollo de las plantas y  medio
ambiente que se present6 en cada uno de los afios de Sembra.

0.5cm

im

4m

5m

Figura 5. Representacion dd disefio de sembra para la caracterizacion morfolOgica de las
accesiones de Dioscorea alata del banco de germoplasmadd IDIAP.

3.3 Caracterizaciéon molecular

La caracterizacion molecular 2 redizO en € laboraorio de Biologia Moecular de la
Unidad de Biotecnologia dd Centro Agrondmico Tropicd de Invedigadon y Ensefianza
(CATIE), ubicado en Turridba, CogtaRica

3.3.1 Material experimental.

El materid experimentd conggio en hojas jovenes de plantulas procedentes de cultivo in
vitro de 15 accesones dd banco de germoplasma dd IDIAP (Cuadro 1). Para cada genotipo se
usd d materid contenido en un envase de vidrio con goroximadamente dos a tres plantulas cada
uno, utilizando en su totdidad las hojas ademés se usd 22 accesones del banco de germoplasma
de CATIE, que se recolectaron en la coleccion de campo d momento de ser utilizadas (Cuadro
2, FHguras6y 7).



Figura 6. Hojajoven de plantas de fiame e '
de campo Figura 7. Péntulas de fiame
procedentes de cultivo
in vitrc

3.3.2 Aidamiento del ADN

Seredizaron pruebas prdiminares de obtencion de ADN con los protocolos de
extraccion Hexadecyltrimethyl-ammonium Bromide (CTAB-minipreparaciones), Potasum
Ethyl Xanthogenate (PEX) y Mixed Alkyltri-methylammonium Bromide (MATAB).

Se utilizd d protocdlo de extraccion de ADN MATAB (Wilson e d, 1997; modificado
en @ Laboratorio de Biologia Molecular ded CATIE) (anexo 2) para los 37 genctipos de
Dioscorea spp. basados en |os resultados de las pruebas preliminares de extraccion de ADN.

3.3.3 Determinacion de la concentracion del ADN.

La deeminadon de la concentracion dd ADN extrado s redizd mediante
electroforess en gel de agarosa d 1% y paa cuatificar la concentracion dd ADN se utilizd un
marcador Fago Lamda / Hind Il (Promega) de “100 pb lade”, d cud migra dentro dd gd vy
permite comparar las bandas obtenidas de cada una de las muestras con las didintas bandas que
produce € marcador. Ese méodo de determinacion de la concentracion dd ADN se basa en
compara € grosor y la intenddad de la banda que s produce a través de la fluorescencia
producida por € complgo Bromuro de eidio-ADN y visudizada mediante d uso de luz
ultravioleta (Weisng et al., 1995).

Después de determinar la concentrecion de ADN se precedio a preparar las
diluciones intermedias y de trabgo de ADN a partir de las soluciones origind “stock” de ADN.
Dd tubo origind “sock” se tomd una cantided de 100 ?I y se pasd a un tubo nuevo rotulado
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como “D” o soludon intermedia, agregandole 100 ?I de TE, quedando la soluddn a un medio.
A patir de la solucion intermedia se rediz6 d cdculo para preparar la solucidon de trabgo a una
concentracion de 2ng de ADN a partir de lasguiente formula

[Conc.1] x Vol 1=[Conc.2] x Vol 2

(252 ) (Concen. Intermedia) = # total ng / concen. ausar=vol. de TE

(252 ) (45ng) =totd ng/ 2ng=val. — 25?1 =val. TE que se debe agregar.

3.34. Sdeccidon de “primers’ y amplificacion de los fragmentos de ADN por la
técnicade RAPD’s

Se evduaron un totd de 20 primers de la Universty of British Coumbia (UBC) de la
serie 700-800, con la findided de sdeccionar “primes’  polimdrficos. La sdeccion de los
primers polimorficos se redizd a patir de la evduacion de una muestra de 4 vaiedades (D.
trifida blanco, Criollo baboso, var. 6327, var. 7305) pertenecientes a las dos especies en estudio
(D. trifiday D. alata).

Dd totd de “primars’ s sdeccionaron agudlos que revearon polimorfismos daos y
conddentes, es decir que reflgaban mayor nitidez y repetitibidad, sempre y cuando estas bandas
polimérficas no correspondieran alos extremos dd perfil.

3.3.5. Amplificacién de ADN (RAPD’s)

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz un volumen totd de 25 7, d
cud conddid de las dguiente ingredientes Tagq polimerasa (1.5 Ulreaccion), Primer (06 ?M),
cloruro de magnesio (MgCl») (3.5mM), STR10x buffer (1x) y ADN (10 ng)

La amplificacion dd ADN < hizo utilizando d temocicdador de maca Pekin Elmer
DNA Termd Cyder 480 con capacidad para 48 muedras. E edudio s redizo utilizando los
primers sdeccionados previamente. El programa utilizado para la reaccion en cadena de la
polimerasa, conddio en un cido de desnaurdizacion de 5 minutos a 94° C, ssguido de 40 cidlos
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de 1 minuto a 94° C (desnaurdizacion dd ADN), 1 minuto a 35° C (dineamiento dd primer d
ADN) y 2 minutos a 72° C (extenson de fragmento de ADN), luego un periodo de extension de
7 minutos a 72° C. Findmente las muedras se mantienen a una temperatura de 4° C para luego
proceder a redizar la dectroforess en gd de agarosa.

3.4 Andligs estadistico
3.4.1 Caracterizacion morfologica

Los daos generados a partir de la caracterizacion morfologica se andizaron  por medio
dd programa INFOSTAT/Profesond verson 16. A patir dd programa s obtuvieron los
resultados de las gSguientes pruebas Edadidica descriptiva, Andids de vaianza univariado,
Prueba de Duncan, mariz de disancia eudidea, conglomerados, Andiss de corrdacion de
Pearson y un Andigs discriminante candnico.

3.4.2 Caracterizacion Molecular

Los datos generados a partir de la caracterizacion molecular s andizaron  por medio de
programa M SV P verson 3.12d (Copyright 1989-2001 Kovach Corporation Service).

El andiss conssié de lo sguiente obtencion de la matriz de digancia genética, la cud
segln Ne (1987) es cudquier medida de la diferencia genética, a nivel de frecuencias dédlicas o
secuencias de ADN, edimada entre individuos, poblaciones o egpecies El indice de smilitud
utilizado fue d indice de Jaccard con @ cud se obtuvieron las matrices de Smilitud y distancia
genética.

Los dendogramas fueron generados por @ programa MSVP veson 3.12d (Copyright
19892001 Kovach Corporaion Service); dlos son la representacion gréfica de las rdaciones
entre individuos que paten dd andids de una mdriz de dmilitud. En los dendogrames
visudmente se reconocen primero los grandes grupos, es decir los que s han originedos a
nivdes bgos de dmilitud, luego, s awdizan dichos grupos separdndolos en  subgrupos
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conjuntos y subconjuntos hedta llegar a los nldeos que representan la maxima smilitud hdlada
en losindividuos que se estudian (Martinez, 1995).

Se redizd también un andids de coordenadas principdes en donde las vaiadles
origindes definen un egpacio euclideano, donde la dmilitud entre dlas es medida como una
digancia euclidean. Los resultados de este andiss se grafican sobre ges ortogondes que
representan  los  componentes  principdes (gréficos biplot) y que deimitan un espacio bi 6
tridmendond en donde los individuos se Stlan dentro dd espacio ddimitado por las
componentes segun los vaores de sus coordenadas con respecto a estas (Franco-Hidago, 2003).
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4. Resaultados

4.1. Caracterizacion Morfologica de seis genotipos del banco de germoplasma
de IDIAP

4.1.1. Andlissdevarianzas

Se encontraron  diferencias  edtadidicas  dgnificatives (p ? 005 o dtamete

dgnifictivas (p ? 0,01), en 12 de las 14 vaiables cuantitativas edudiadas usando s@s
genotipos de fiame.

Tres caracteristicas presentaron  diferencias  dgnificativas (p ? 0,05) (Cuadro 4). La
caracterisica con menor coeficiente de variacion fue dias hasta € brote (CV=17,67). Las otras
dos caracterigicas, nUmero de ramificaciones en d talo maduro y nimero de talos maduras por
planta, presentaron coeficientes de variacion de 36,43y 35,08 respectivamente.

Nueve varigbles presentaron diferencias dtamente dgnificativas (p ?  0,01) (Cuadro 5),
dlas fueron: diametro dd tdlo, longitud de las espinas, longitud de la punta de la hoja, longitud
dd peciolo de la hoja longitud dd pecidlo en rdadon con € limbo de la hoa B maximo
codficiente de variacion s presentd en la caracterigica longitud de las epinas (3857) y d
menor se presenta en didmetro dd talo (9.47).

En d Anexo 9 s resumen las edadigicas smples (promedios, desviacion esténdar,
vaianza, codficiente de vaiacidon, minimos y maximos). En d presente etudio s
obtuvieron caracteridicas con coeficientes de variacion mayores a 100% como longitud del
peciolo de lahoja (250.50), y longitud de las epines (152.57)

Cuadro 4. Promedio, desviacion edandar y coeficiente de variacion paa caacteridicas
morfoldgicas de fiame sgnificativas d 0,05 de probabilidad.

Caracteridica Promedio Desviacion Coeficiente de
estandar variacion
-Dias hasta € brote 22,06 480 17,67
-NUmero de ramificaciones 222 1,00 3643
end tadlo meduro
-NUmero de talos meduros /planta 1,78 081 35,08




Cuadro 5. Promedio, desviacion etéddar y codficiente de vaiadon de caracteridicas
morfoldgicas de fiame dgnificativas d 0,01 de probabilidad.

Caracterigtica Promedio Desviacion  Codficiente de
esandar vaiacion
-Diametro dd tdlo 421 1,10 947
-Longitud de las espinas 122 186 38,57
-Longitud de la punta.de lahgja 12,56 3145 20,70
-Longitud dd peciolo delahga 3H 111 1248
-Longitud dd peciolo en rdacion 300 0,00 1945
cond limbo delahga
-Longitud dd tdlo 9,60 412 26,52
-NUmero de entrenudos dd talo 594 201 14,30
-NUmero de entrenudos hastala
primeraramificacion 139 050 16,97
-NUmero de hojas 583 204 19,55

Se redizé la prueba de medias de rangos miitiples de Duncan para las caracteristicas que
presentaron niveles de Sgnificancia menores a 0,05 en € andliss de vaianza paa los sas

genoatipos de fiame. En d Cuadro 6 se presentan |os resultados de la prueba de rangos mulltiples.

Dias hagta d brote d genotipo que presenta d mayor nimero de dias para brotar es d
genotipo Espinoso, pero éte no difiere dgnificativamente de los genctipos Clon94 y Darién.
Difiere dgnificativamente de los genotipos Kabusha, Pdeta y Diamante los cudes no difieren
dgnificativamente entre dlos.

Numero de ramificaciones en d tdlo maduro: existen diferencias sgnificatives para d
genctipo Espinoso con respecto a los genotipos Kabusha y Pdeta El genotipo Espinoso no
difiere gnificativamente de los genotipos Diamante, Clon94 y Darién

NUumeo de entrenudos en d tdlo: € genotipo que presentd un mayor nimero de
entrenudos en d tdlo es d genotipo Diamante, Sn embargo, éte no difiere ggnificativamente
de los genotipos Kabusha, Pdeta, Gon%4 y Daién. El menor niUmero de entrenudos se presentd
en d gendtipo Espinoso peo igudmente no difiere dgnificativamente de los  genotipos
Kabusha, Pdeta, Clon94 y Daién. Los que difieren dgnificativamente entre dlos son los
genotipos Diamantey ESpinoso.



NUmeo de tdlos maduros por planta se observen diferencias dgnificativas entre los
genatipos Diamante y Espinoso. Los genotipos Kabusha, Pdeta, Clon94 y Daién no difieren
dgnificativamente dd genctipo Diamante ni dd genotipo Espinoso. El que menor nimero de
talos maduros por planta presentd fue d genotipo Epinoso.

Didmetro dd tdlo: El menor diametro de tdlo se presentd en d genotipo Espinoso d
cud no difiere dgnificativamente dd genotipo Diamante. Los genctipos Kabusha y Clon%4
difieren dgnificativamente de los genctipos Pdetay Daién y ESpinoso pero no  presantan
diferencias  dgnificativas con d genctipo Diamante. Los genotipos que presentan €  mayor
diametro dd tdlo son Pdea y Daién, que difieren dgnificativamente de los genotipos
Kabusha, Diamante, Clon94 y Espinoso.

Longitud dd tdlo: se presentaron diferencias dgnificatives entre los genotipos Kabusha
y Espinoso en donde la menor longitud se presenta en @ genotipo Espinoso y la mayor longitud
en d genotipo Kabusha Ambos genctipos no difieren ggnificaivamente de los genatipos
Pdeta, Diamante, Clon94 y Darién.

Longitud de las espinas NO s presentan espinas los genotipos Kabusha, Pdeta, Clon%4
y Daién. Presntan espinas los genctipos Diamante y espinoso Sendo las diferencias entre
dlos sgnificativas. Lamayor longitud de espinas se presentd en & genotipo Epinoso.

Longitud de la punta de la hoja la menor longitud de la punta de la hoja se presenta en €
genatipo Espinoso, pero éte no difiere dgnificaivamente dd genotipo Clon%4. La mayor
longitud de la punta de hoa s presenta en d genotipo Pdeta d cud no difiere
sgnificativamente de los genatipos Kabusha, Diamante y Darién.

Longitud dd pecioo de la hga E genotipo Daién presenta la mayor longitud de
peciolo, no difiere dgnificativamente de los genotipos Kabusha y Pdela La menor longitud de
peciolo s presenta en los genotipos Diamante, Clon94 y Espinoso los cudes no difieren
sgnificaivamente entre dlos.

Longitud dd pecido en rdacidn d limbo de la hoga  Se presentan diferencias
dginificativas entre d genctipo Diamante con respecto a los genotipos Kabusha, Clon%4 y
Daién. El genotipp Daién difiere dgnificativamente de los genotipos Pdeta, Diamante y
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Espinoso. El genotipo Espinoso presenta diferencias dgnificativas con los genotipos Daién 'y
Kabusha

Cuadro 6. Resultados de la prueba de medias de rangos mltiples de Duncan para 11

caracterigticas morfol Ogicas.
Caracteristicas morfol 6gicas

Genotipo |Diashasta | Nimero de Longitud punta | Numero de Longitud del NUmero de

e brote ramificaciones | delahgja entrenudos del | peciolo delahoja | tallos maduros/

end talo tdlo planta
maduro

Kabusha [1833 A 133 A 2,33 BC 6,00 AB 267 B 167 AB
Pdeta 20,00 A 133 A 300 C 6,00 AB 267 B 200 AB
Diamante {2000 A 267 AB 2,33 BC 733 B 200 A 233 B
6322
Clon4 2167 AB |267 AB 2,00 AB 6,00 AB 200 A 200 AB
Darién 2400 AB [200 AB 2,67 BC 567 AB 300 B 167 AB
Esginoso {2833 B 333 B 133 A 467 A 200 A 100 A

Diametro Longitud del Relacion entre | Longitud de | NUmero de hojas

dd tdlo tdlo longitud del las espinas

limboy €
peciolo

Kabusha [{4,03 B 1203 B 500 C 000 A 800 C
Pdeta 567 C 987 AB 3,67 ABC 000 A 533 AB
Diamante {353 AB [800 AB 267 A 300 B 6,33 ABC
6322
Clon%4 39 B 1092 AB 4,33 BC 000 A 6,67 BC
Darién 523 C 990 AB 500 C 000 A 433 A
Espinoso [2,87 A 690 A 3,00 AB 433 C 433 A

* Genotipos con lamismalletrano difieren significativamente (p ? 0,05)

conglomerados

422. Andiss de corrdacion y caacterizacion de la variabilidad por medio de

B andiss de corrdacion se redizd entre catorce caracteridticas cuantitativas para

conocer @ grado de asociacion entre dlas.




De las caorce caacteridicas evaduadas, solo cinco son las que més contribuyeron a
explicar la variacion entre genotipos, ya que las nueve restantes estaban muy relacionadas entre
sy por |o tanto gportaban pocainformacion.

Las caracterigicas no corrdacionadas son: longitud de la punta de la hoja, didmetro de
tdlo, longitud dd pecidlo de la hoja nimero de ramificaciones en d tdlo meduro, longitud de

las espinas

La metriz de digancia entre los seis genotipos etudiados se presenta en d Cuadro 7. La
mayor digancia entre genotipos la presenta € cultivar Espinoso respecto a los otros cinco
genctipos, donde se destaca d vaor de 6,42 con respecto d cultivar  Pdeta Los genatipos que
presentan menores indices de disancia son € Daién y d Paeta con una disancia entre dlos de
2,34 seguidos por los genatipos Clon94 y Darién que se encuentran a 3,24 de digancia

Cuadro 7. Mariz de digancia de sais genotipos generada a partir de las catorce caracteristicas
morfoldgicas cuantitativas (distancia Euclide).

Clon4 Daién Diamante  Espinoso Kabusha  Paeta
Clon%4 0.00

Daién 324 000

Diamante 386 533 0.00

Espinoso 483 568 6.07 0.00

Kabusha 364 339 557 6.06 0.00

Padeta 344 234 4,64 642 3.38 0.00

A patir de la mariz de diganda Eudidea s gened d dendograma utilizando €
dgoritmo de Wad (Figura 2). En d dendograma se observa la formacion de tres grupos. El
primer grupo esta formado por € genotipo Epinoso que £ separa dd redo a una disancia de
7,0. El ssgundo grupo lo conforma € genotipo Diamante que £ sspaa  a una didancia de 58
ded resto de los genctipos. El tercer grupo esta conformado por los genotipos Pdeta, Kabusha,
Daién y Clon%4. Edte tercer grupo se divide en dos subgrupos los cudes son:  en @ primer
subgrupo estén los genctipos Pdeta y Darién que se separa a una distancia entre dlos de 24
sendo éta la menor disancia que s obsarva en d dendograma El segundo subgrupo lo forman
los genoatipos Kabushay Clon94  separados a una distancia entre dlos de 3,6.
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Figura 8. Dendrograma basado en |la digancia Eudlidea para seis genotipos dd banco de germoplasmadd IDIAP
utilizando caracteres morfol dgicos cuantitativos.



423. Andliss de componentes principales y funciones discriminantes

canoénicas

El andiss de componentes principdes muestra que gran pate de la vaiabilidad s explica
por dos componentes principaes, de los cudes d componente principd 1 explica € 47% de
la vaidblidad entre los genotipos y € componente principd 2 explica d 32% de la
vaidbilided. En totd ambos componentes explican d 79%% de vaiadilidad observada
(Cuadro 8), lo que se conddera aceptable como porcentgje de variabilidad.

Cuadro 8. Porcentges de variabilidad genética que explica los componentes principaes entre

genotipos de fiame.
Componente Vador ? Porcentae Porcentaje Acumulado
1 514 0.47 047
2 350 0.32 0.79
3 130 0.12 0.91
4 0.75 0.07 0.99
5 032 0.02 1.00

A patir dd grafico de &bol de minimo recorrido redizado sobre un biplot obtenido por
andiss de coordenadas principdes (Figura 9) se pueden obsarvar ambos ges principdes, d ge
1 con un porcentge de 55,5% 'y d ge 2 con un 30.7 de variabilidad explicada entre genotipos.

Se obsrva en d grdfico que los genotipos Diamante y Eoinoso se dgan de los
genotipos Clon%4, Pdeta Daién y Kabusha El componente que mas contribuye a eda
vaiadilidad es d ge uno. Los genotipos Darién y Kabusha se observan més cercanos entre elos
contribuyendo a esta cercaniad ge dos.
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Figura 9. Gréfico de &bol de recorrido minimo que explicalavarigbilidad entre sais cultivares
del Banco de Germoplasmadd IDIAP.
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Cuadro 9. Caracteriticas cuantitetivas que contribuyen aexplicar la variabilidad genéticaen
genotipos de fiame en |os componentes principales uno y dos.

Vaiables gel ge2
Diashagtad brote -0.35 0.15
Longitud dd tdlo 0.30 0.20
NUmero de entrenudos dd tdlo 0.24 042
NUmero de talos maduros por planta 0.28 0.36
NUmero de entrenudos hasta la primera ramificacion 0.02 0.49
NUmero de ramificaciones en € talo maduro -0.35 0.19
Diametro dd tdlo 0.30 0.18
Longitud de los entrenudos -0.10 0.24
NUmero de hojas 0.19 012
Longitud de la puntade lahoja 0.36 0.01
Longitud dd pecidlo delahoja 0.25 0.33
Longitud dd peciolo enrdacion cond limbo delahoja 021 0.36
Alturadd talo meduro 0.00 0.00
Tamaio delasdas 0.39 0.09

Las caacteridicas con mayor capecidad para separar genotipos segln @ andiss de
componentes principdes son paa d ge 1. tamaio de las das longitud de la punta de la
hoja nimero de ramificaciones en @ tdlo maduro, diss hada d brote y longitud dd tdlo
(Cuadro 9).

Paa d ge 2 las caracteriicas que contribuyen a separar los genotipos son: nimero de
entrenudos hesta la primera  ramificacion, nimero de entrenudos dd tdlo, nimero de tdlos
meduros por planta, longitud del peciolo en rdacidn con d limbo de la hga y longitud dd
peciolo de lahgja (Cuadro9).

B andids discriminante canonico permitio determinar igudmente como en d andids
de componentes principdes, las caracteridticas cuantitativas mas discriminantes. La variable

candnica uno explica d 71,36% de la variabilidad entre los genotipos. La variable candnica dos
explicad 27,27% dd totd de lavariabilidad (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Porcentge de las variables candnicas que explica la variabilidad entre genotipos de

flame.
Variable candnica % % acumulado
Vaiable canbnica 1l 71.36 71.36
Variable canbnica 2 271.27 98,63
Variable candnica3 0.79 9942
Vaiable candnica4 0.48 9990
Vaiable canbnicas 0.10 100.00

Cuadro 11. Andigsdiscriminante canonico paralas caracterigticas morfol dgicas evauadas en

6 genctipos de fiame.

Caracterigticas Variable Canbnical Vaiable Candnica2
- Diashagtad brote 238 270
- Longitud dd tdlo 11.23 6.34
- NUmero de entrenudos dd tdlo -13.35 -5.66
- NUmero detdlos maduros/planta -501 -217
- NUmero de entrenudos hedta la

primeraramificacion 2597 780
- NUmero de ramificacionesen €

tdlo meduro 1395 49
- Diametro dd tdlo 0.36 -293
- Longitud de los entrenudos -139 0.88
- Longitud de lapuntade lahoja 270 -0.70
- Longitud ddl peciolo delahoja 1547 259
- Longitud dd peciolo en rdacion limbo/hoja 1.50 -0.56

Las caracterigticas que mas contribuyen a explicar lavariabilidad fenctipica por €
andigs discriminate candnico son, parala variable candnica uno nimero de entrenudos hasta la
primera ramificacion, longitud del peciolo de lahoja, nimero de ramificacionesen € tdlo
meaduro, nimero de entrenudos en d tdlo y lalongitud dd tdlo (Cuadro 11).



Parala variable canonica dos las caracteridticas que contribuyen a explicar la
variabilidad fenctipica son: nimero de entrenudos hagta la primera ramificacion, longitud de
tdlo, nimero de entrenudos y nimero de ramificaciones en d tallo maduro (Cuadro 11).

4.2. Caracterizacion molecular
4.2.1. Aidamiento y determinacion de la concentracion de ADN

En la presente invedigacon se probaron los méodos de extraccion de ADN:
Hexadecyltrimethyl-ammonium ~ Bromide  (CTAB ~ minipreparaciones), Potessum  Ethyl
Xanthogenate (PEX) y  Mixed Alkyltri-methylanmonium Bromide (MATAB), determinandose
que  mé&odo de extraccion de ADN MATAB (Anexo 3), produjo los meores rendimientos y
cdidad de ADN (datos no presentados). Para la extraccion de ADN se utiliz6 una muestra de
050g de hoa fresca de fiame por acceson, las cudes produjeron entre 90 y 100 ng/ul de ADN
(Figura 10).

Se obtwwvo ADN de buena cdidad y pureza, sn embargo, las muedras extraidas
presentaban una dta concentracion de sudancias mucilaginoses que impedian la manipulacion
dd ADN. Edsas sustancias mucilaginosas fueron diminas adicionando 1mg de carbon activado
por 200 ul de solucion de ADN precipitado  durante 10 minutos para luego volver a resuspender
las muestras en TE. Luego de este procedimiento se redizO la dectroforesis para verificar la
limpiezadd maerid.
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Figura 10. Precipitacion de ADN de fiame en presencia de isopropanol frio (Protocolo
MATAB)




4.2.2. Amplificacion del ADN

Se evduaron 28 primers UBC, de los cudes se sdeccionaron los ocho que mostraron la mayor
catidad de bandas con buena resolucion (UBC-701 a UBG-715, UBC-717, UBC-
719, UBC-722 a UBC-728, UBC-745, UBC-760 y UBGC-791). El nimero de bandas
polimérficas por primer vaid dede cinco hasta once (Cuadro 12). En totd se
obtuvieron 61 bendas paralos 8 primers polimorficos seleccionados

Cuadro 12. Primers polimorficos utilizados para la caracterizacion molecular de la coleccion de
flame dd banco de germoplasmadd IDIAPYyY € CATIE.

Primer Secuencia N° de bandas Rango de
polimdrficas | amplificacion
en pb
UBC-701 | 5-CCCACAACCGC3 5 1031-600
UBC-703 | 5-CCAACCACCG3 4 800-700
UBC-706 | 5-GGTGGTTGGG3 7 1031-600
UBC-708| 5.GGGTTGTGGG3 8 400-100
UBC-712| 5-GGGIGTGGGT-3 11 1031-500
UBC-714 | 5-GGGTGGGIGT-3 7 1031-500
UBC-715| 5-CCACCACCCA-3 9 800-400
UBC-717 | 5-CCCACACCCA-3 10 800-400
Totd 61

4.2.3. Caracterizacion dela coleccion de Dioscoreaalatay D. trifida

Los marcadores RAPD’s generados (61 bandas polimorficas) fueron utilizados para
determinar las relaciones entre los 36 genctipos de Dioscoress. La disgancia gendtica entre los
genctipos de flame s determind con d paguete edtaditico MVSP versdn 3.12d (Copyright
19852001 Kovach Computing Services), para lo cud s utilizO d coeficente de Jaccard. El



menor indice de smilitud se presentd entre los genctipos de fiame Daién con D. trifida morado
con un vador de 0,14. Mientras que d mayor indice de smilitud se presentd entre los genotipos
Darién y Jamaica con un vaor de 0.846, determindndose que son los més semegantes (Anexo 7).

El indice de smilitud para cada uno de los 37 genctipos andizados s preseta en d
anexo 7, 9n embargo es importante mencionar que e observa una amplia varigbilidad en los
vaores obtenidos, indicando una amplia variabilidad genética

El andiss de agrupamiento de los genotipos por € méodo UPGMA representado en €
dendograma (Figura 11), muestra inicddmente la formecidn de dos grupos de genotipos
claramente definidos donde € primero agrupa los genotipos de D. trifida y d ssgundo a los
genotipos de D. alata, con un indice de smilitud de 0,240. Dentro de los D. trifida se observa
qued D. trifida Panamdy d D. trifida blanco se agrupan con un indice de smilaridad de 0,84 y
d genatipo D. trifida morado se presenta un tanto separado, € cud se asocia a los dos anteriores
con un indice de Imilaridad de 0, 571.

B ogupo que contiene los genotipos de D. alata se conforma de tres subgrupos pero
presenta iguamente cuaro genctipos totamente separados, tres de elos pertenecen a la
coleccion dd banco de gemoplasma dd CATIE (7311, 6327 y 6667) y € genotipo ESpinoso
que pertenece d de Panama Los indices de smilaridad correspondientes a los cuatro genotipos
antes mencionados corresponden a 0,253; 0,330; 0,336 y 0,294 respectivamente. Poderiormente
* forma d primer conglomerado condituido por los genotipos 7333, 7332, 7291 y 7248
corregpondientes a la coleccion de gemoplasma dd CATIE seguido por € genotipo 7305 que
e presentaindividud.

B sgundo subgrupo o0 conglomerado estd conformado mayoritariamente . por 10
genotipos de la coleccion dd IDIAP, d cud s asocia d genotipo 6324 dd CATIE, indicando
que este genctipo comparte caacteridicas genéticas con los genctipos de la coleccion de
gemoplasma dd IDIAP. En ede conglomerado se observan digancias cortas entre los
maerides Crigd con Clon94, s dedtaca la formacion de un conjunto condituido por los
genotipos Darién, Criollo baboso, Jamaca, Kabusha y Coco los cudes s separan en dos
subconjuntos; Cridllo baboso con Jamaca y Daién de forma individud, y por Utimo Kabusha



con Coco; los materides Blanco pell, Mano de tigre y 6324 edén a digancias més dgadas dd
resto de los materiaes en brazos separados dentro de éste subgrupo.

El tercer subgrupo que se forma en d dendograma esd condituido por genctipos de la
coleccion de germoplasma dd CATIE (13 genctipos) d cud, s asocia € genotipo Pdeta dd
IDIAP. Se muedran tres conjuntos en donde d primero agrupa d 7363 de forma individud y d
6323 con 6319 juntos en un subconjunto. De manera separada e encuentra @ genotipo 6328 y
en forma de exdera s ubican los genotipos 6345, 6348, 7064 y 7066 formando todo d
segundo  conjunto. Los genotipos 6326, Pdeta y 7231 conforman d tercer conjunto en donde
estos Ultimos se ubican como materides cercanos y d 6326 separado de dlos

Los genotipos con las digancias gendticas més cercanas son Cridllo baboso con Jamaca

y D. trifida blanco con D. trifida Panama a 0.84 de disgancia Seguidos de los gencotipos 6347
con 6346 y Kabusha con Coco. Los genatipos més dgados son d 7311y € ESpinoso.
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Figura 11. Dendrogramade agrupamiento de 36 genctipos de fiame de las colecciones de germoplasmadd IDIAP y
CATIE, segiin lameatriz de disganciay smilitud del coeficiente de Jaccard.
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4.2.4. Caracterizacion molecular de 6 genotipos de fiame (Dioscorea
alata) del banco de germoplasma del IDIAP.

Se redizd d andiss molecular de los genotipos Pdeta, Espinoso, Diamante 6322, Clon94,
Kabusha y Daién dd banco de germoplasma dd IDIAP, para compaar la
vaiabilidad genética obtenida por caracteristicas moleculares y caracteridticas
morfoldgicas.

En la mariz de dmilaidad molecular (Cuadro 13), obtenida usando € coeficiente
de Jaccard se observa que los genotipos més cercanos entre s son € Darién con Kabusha
con un vaor de 0.658, y los més dgados son d Kabusha con d Espinoso con un indice de
gmilaided de 0.286. Entre € redso de los genotipos se presentaron distancias
comprendidas entre 0.615 y 0.298, indicando que son distancias promedio entre genotipos.

Cuadro 13. Matriz de dmilaidad de s@s genctipos de fiame dd Banco de Germoplasma

dd IDIAP
UPGMA Cosficiente de Jaccard
Pdeta Espinoso Cabuya Daién Dia6322 Clon%4
Pdeta 1.000
Espinoso 0357 1000
Cabuya 0595 0286 1.000
Darien 0500 0356 0658 1.000
Dia6322 0404 0298 0500 0628 1.000
Clon 0341 0317 0474 0400 0615 1.000

En € dendograma de los sais genotipos se forman dos grupos € primer grupo en
donde d genotipo ESpinoso se separa totdmente de resto de los genotipos, a una distancia
de 090, y un ssgundo grupo que se subdivide en dos subgrupos. En @ primer subgrupo
condituido por los genotipos Pdeta, Kabusha y Daién, € genotipo Pdetla = sgpaa de
Kabusha y Daién a una digancia de 0.74, y los genatipos Kabusha y Darién s unen a una

digancia entre dlos de 0.50 que esla més cercana de todo € dendograma

Bl segundo subgrupo estd conformado por los genotipos Diamante 6322 con €

Clon94 que se encuentran a una distancia de 0.57.
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Jaccard (sqrt(1-S)))
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Figura 12. Dendrograma de 6 genctipos de fiame de la coleccion de germoplasmadd IDIAP segin € coeficiente de Jaccard.



4.2.5. Comparacion de datos morfolégicosy moleculares

El andids de comparacion de las matrices dio como resultado que no existe
asociacion entre las matrices de dismilaidad de los datos morfoldgicos y los datos

moleculares.

El vdor dd coeficiente de Pearson es de 0,915, vdor que no es Sgnificativo
ap?005 y p? 001 demodrando que no hay nivd de asociacion entre ambas
marices, lo cud se puede aribuir a la naturdeza de los datos de caracterizacion
morfoldégica que son influenciados por factores dd  ambiente, mientras  los

marcadores moleculares son neutros, o sea no influenciados por & ambiente,
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5. Discusion

La evaluacion de la variabilidad genética de la coleccion de Dioscoreadatay D.
trifida de los bancos de germoplasma ddl IDIAP y CATIE permitio identificar grupos
genéticos dentro de los 37 genotipos eval uados molecularmente, asi como separar 1os seis

genotipos evaluados morfol 6gicamente.

5.1. Caracterizacion morfologica

B andiss morfoldgico permitié identificar los nivdes de vaiabilidad entre sas
genotipos que son condderados de interés econdmico para @ sector agricola de produccion
de raices y tubérculos en Panama Se identificaron caracteridicas cuantitatives de poder
discriminate entre los genctipos, las cudes estan rdacionades en mayor proporcion con €
talo de las plantas. Edtas caracteriticas son menos influenciadas por d ambiente respecto a
otras andizadas, por lo que su evduacion podra ahorrar tiempo en futuros trabgos de
caracterizacion de germoplasma (IPGRI/IITA, 1997).

Se idetificaron 11 caacteridicas morfologicas  cuantitetivas  que  permiten
diferenciar a los sais cultivares de fiame dd IDIAP con un nivd de dgnificancia de 0,05 y
0,01. Seglin eda caracterizacion exigen tres grupos entre los 6 cultivares de Dioscorea
alata edudiados y no uno s0lo como s pensdba inidamente. El primer grupo contiene
s0lo d genotipo Epinoso, ¥ un segundo grupo a los genotipos Diamante 6322. El tercer
grupo cortiene a los genotipos Pdea y Daién formando un subgrupo, y los genotipos
Kabushay Clon94 formando € ssgundo subgrupo.

Las caacteridicas cuantitativas que mgor discriminan entre estos grupos fueron
cdnco: nimero de ramificadones en d tdlo maduro, nimero de entrenudos ded tdlo,
nimeo de entrenudos hasta la primera ramificacion, longitud dd peciolo de la hoa y
longitud del tdlo. Se obsava que las caacteridicas de tdlo y las caracteridticas
rdacionadas con la hoja fueron importantes para determinar la  didtribucion de la
vaiabilidad de los genotipos. Ademés cabe anotar que édas caracteridicas no son muy
influenciados por € ambiente por lo tanto se fadlita congderablemente la toma de datos en
canpo y se ahorra tiempo. Estos resultados concuerdan con los estudios redizados por



Hamon & Touré (1990) paa la dadficacion de cultivares de fiame pertenecientes d
complgo Dioscorea cayenensis-rotundata del oeste de Africa, en donde utilizaron 24
descriptores  morfologicos para  dadficar los  genotipos, de los cudes 7 edaban
rdlacionados con d tdlo como por gemplo tamafio dd tdlo, nimero de ramificaciones en
d tdlo, longitud dd entrenudo en d tdlo maduro, longitud de las epinas, €c, por

mencionar gunos.

Como se puede obsarvar las caracteridicas relacionadas con @ desarrollo vegetativo
no solamente nos permiten determinar la varigbilidad entre egpecies de Dioscoreas Sno que

también entre genotipos de cada especie como |o redizaron Hamon & Touré (1990).

El andiss de corrdacion de las caracterigticas morfoldgicas e llevd a cabo con
14 caacteridicas lo cud generd 5 caracteridicas no corrdacionadas entre s que
pemitid determinar la varidblidad entre los sas genotipos de fiame estudiados. Las
caracteridicas  longitud de la punta de la hoja longitud de las espinas longitud de
peciolo de la hoja nimero de ramificaciones en d tdlo maduro y didmetro dd tdlo,
fueron las caracterigticas menos corrdacionadas que permitieron separar los genotipos
de una manera satifactoria ya que édtas caracteridticas representan patrones naturaes
de vaiacion y de desarollo vegeativo dentro de los genotipos y no son influenciadas
por d medio ambiente Caracteriticas no corrdacionadas como las obtenidas en d
presente esudio fueron utilizades en @ edudio redizado por Cruz et al. (1999), paa
determinar la diversdad geogréfica de la coleccion de 326 accesones de fiames
comedibles de Hlipinas, en donde se utilizaron 113 caracteridticas en tres especies de
fiame Dioscorea alata, D. esculenta y D. hispida, obteniendo que se debe tomar més en
condgderacion este tipo de caracterigtices no corrdacionadas, las cudes, influyen
decisvamente en la separacion de los grupos tanto entre especies como dentro de
especies.

Los resultados obtenidos en d edudio coinciden con lo publicado por €
IPGRINNITA (1997), en su clave de descriptores para especies Dioscoreas mas

importantes en donde las caecterigicas de aquitectura de la planta como las
relacionadas a tdlo y hojas, son bésicas y necesxias y la mayoria de las veces son



descriptores minimos  dtamente  discriminantes para los flames  comedibles més

importantes.

El andids de la mariz de digancia genética por medio de la distancia eudlidea
de sais genatipos de fiame dd banco de germoplasma dd IDIAP, indica que € genatipo
Esiinoso es € que mayor digancia gendtica (642) muestra con respecto d genotipo
Pdeta Se ubica a los genotipos Pdeta con Darién como los més cercancs (2,34). Estos
dos Ultimos genctipos compaten muchas caacterigicas en comin, como son la
arquitectura de planta y caracteridticas dd tubérculo que en afo anteriores ha evauado
e IDIAP (Jménez, 2001), a través de sus invedigaciones de caracterizacion de
gemoplasma El genotipo Espinoso  presenta  caracteridicas  morfoldgicas  como
presencia de espinas, tdlo redondo y ausencia de das en d tdlo que lo sparan de los
demas genctipos y hace que en la matriz de distancia presente un vaor de indice de
digancia devado.

En d dendograma generado a patir de la digancia genética y € dgoritmo de
Wad, ¢ presenta la digperson de los genotipos en un plano catesano, con una
digtribucidn de los genatipos que es congruente con la obtenida en la matriz de distancia
gendica Por la vaiabilidad de los genotipos, estos £ sgpaan  en tres grupos €
primero representado por @ genotipo  Espinoso, @ segundo grupo por d  genctipo
Diamante y € tercero por los genotipos Kabusha, Darién, Pdeta y Clon94. Tomando en
cuenta las carecteridticas de dta heredabilidad en la cdladficacion de los genotipos de
flame como son las reacionadas a hoja y tdlo y que fueron evduadas en € presente
edudio, € genotipo Espinoso s separa completamente igud como se observa en la
meriz de digancia gendtica Comparando tanto la matriz de digancia como d
dendograma se observa que los genotipos més cercancs que se presentan en la matriz de
digancia son d Pdeta con d Daién a 24 de didancia, de igud manera como se
presentan en la mariz. Tanto en la matriz de digancia como en d dendograma se
observa la rdacion cercana entre los genotipos Pdeta, Kabusha y Clon94 con €
genatipo Daién. Es importante mencionar que @ genotipo Daién es un genctipo
nacond panameio dtamente consumido, @ cud ha ddo muy utilizado por los
agricultores para megoramiento genético convenciond y dd cud han derivado diversos
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hibridos neciondes que, dependiendo de la region en donde s origina los agricultores
le asignan un nombre, y los intercambian con otros agricultores de otras regiones’. De

ali, quizés, las rlaciones cercanas entre este genotipo y los genotipos Kabusha, Pdeta
y Clon94.

ZJimenez Domitilo y Aguilar José Antonio. Comunicacion personal, IDIAP, Panamé, 2003.

En ege edudio los resultados dd andigs de componentes principaes son interpretados
tomando como base los vaores observados para cada componente principd. La
acumulacion de los porcentges que explican la vaiabilided totd observada, se obtiene
de dos componentes principdes en un 79%. Rojas (2003), s= basa en los criterios de
Cliff quien en un edudio en 1987, indica que s deben tomar como aceptebles los
componentes cuyos vaores propios expliquen un 70% o més de la varianza totd.

Las caracteridicas que mas contribuyen a la variabilidad de los genotipos seglin los
reslltados dd andiss de componentes principdes on: tamafio de das longitud de la
punta de la hoja nimero de ramificaciones en d tdlo maduro, dias hasta € brote y
longitud dd tdlo. Ego nos permite conduir que @ andiss de componentes principaes
permite diferenciar entre aqudlos genotipos que presenten diferencias en su tiempo de
brotecion, que presenten un tdlo mas lago y presencia 0 ausencia de das, camo

caracterigticas muy representativas para separar genotipos.

En d presente edtudio s toma d criterio sugerido por Cliff (citado por Rojas, 2003),
paa explicar la vaidbilidad dd conjunto de caracteridicas tomadas que separa en
gupos a los genotipos andizados. El primer componente principd contribuye con €
47% de lavariabilidad explicaday d segundo componente contribuye con & 39%.
Ege andiss de componentes princpdes s asocda con d andiss discriminate
caonico en donde s presentan las caacteridicas edtudiadas mas discriminantes que

explican la variabilidad entre los genotipos a través de los dos g es canonicos.

En d andigs discriminante candnico cinco caracteridicas son las que més contribuyen
paa explica d 9863% de la vaidilidad. Paa la vaiable canbnica uno las



caracteridicas son: longitud de tdlo, nimero de entrenudos en d tdlo, nimero de
entrenudos hegta la primera ramificacion, nimero de ramificaciones en d tdlo maduro
y longitud dd pecido de la hoa Lo anterior indica que la vaiable canbnica uno
permite diginguir a los genotipos que presentan diferencias en la longitud dd tdlo y d
nimero de ramificaciones a los vente dias después de la brotacion, periodo en d cud

se toman los datos para édtas caracteriticas.

Para la variable canbnica dos que explica € 27,27% de la vaiabilidad etan las
caracterigticas nUmero de entrenudos hesta la primera ramificacion y longitud ded tdlo,
nimero de entrenudos y nimero de ramificaciones en d talo maduro. A pesar de ser solo
cuaro caracteridicas, las mismas son condderadas como pate dd grupo de las
caacteridicas minimes dtamente discriminantes entre genotipos de fiame comestibles que
presenta € IPGRI (1997) en su clave de descriptores para especies de Dioscoreas mas
importantes.

La vaidbilidad genética de los genotipos estudiados dd banco de germoplasma dd
IDIAP basindose en los resultados dd andiss de componentes principdes y andigs
discriminante  candnico, expueto en un grdfico de &bol de recorrido minimo, nos
sepaa d genotipo Espinoso de los otros  genotipos. Igudmente, se separa @ genotipo
Diamante dd resto y se mantienen agrupados en pares los genotipos Paeta con Darién
y los genotipos Diamante con Clon94. Edta representacion gréfica de los componentes
principdes muestra que en los genotipos edudiados exite una amplia diferencia
morfolégica entre d genotipo Espinoso y los demas genotipos Diamante, Pdeta
Kabusha, Darién y Clon94, entre los cudes exige una rdacidn un poco més cercana. En
d can dd genotipo Espinoso hay caracteridicas que contribuyen de forma postiva,
como la longitud de las espines, longitud dd tdlo y € ndmero de ramificaciones en d
tdlo maduro, en la variabilidad de ambos ges canbnicos que lo discriminan dd resto de

los genotipos

5.2. Caracterizacion Molecular
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El andiss de la diversdad genética presente en los genctipos de fiame mediante € uso de
la metodologia RAPD’'s mostrO0 ser una herramienta préctica y Wil para estimar las
digancias genéticas presentes en 37 genotipos de Dioscorea alata y D. trifida de los bancos
de germoplasmade IDIAPyY d CATIE.

Paa d adamiento de ADN de fiame s ensayé previamente con € protocolo
CTAB-minipreparaciones, segln lo sugerido por Ramser et al., (1997 y 1999) para extraer
ADN de Dioscorea rotundata-D. cayenensis y D. bulbifera, y por Mignouna et al., (2002),
que extrgeron ADN de D. rotundata y D. alata con éxito en sus invedigaciones Sin
embargo, en d presente estudio no se logré obtener la concentracion de ADN  necesario
para las pruebas poderiores mediante este protocolo de extraccion. Por dlo, se redizaron
pruebas con otros protocolos de extraccion de ADN como d protocolo PEX y d protocolo
MATAB, resultando ede Ultimo & més dficiente Edte resultado de obtencion de ADN de
flame por medio dd protocolo MATAB no e tiene regisrado en ninguna de las referencias
revisadas hasta € presente. Las concentraciones que se obtuvieron fueron entre 85 y 100
ng/?, sn embargo, & obsavd la presencia  de mucilago en las muedtras, Situacion ya
reportada por Mordes et al., (2001) cuando uilizd hojas de fiame <sugiriendo en e
momento la utilizacion dd tubérculo para la extraccion dd ADN. En nuestro ceso se
utilizd carbon activado en las muedras para extraer  mucilago y purificar d ADN, dando
reslltados satidfactorios pemitiendo la optimizacidn 'y maximizando la eficenca dd
protocolo MATAB para la extraccion de ADN de fiame. Otros autores como Ramser et
al.,(1996) y Asemota et al.,(1996), sugieren la utilizacion de doruro de ceso (CCl) paa la
purificacion dd ADN, procedimiento mas daborado y peigroso por 1o que no fue tomado

en condderacion.

El polimorfismo detectado fue satiSfactorio S se compara con trabgos anteriores de
28 primes probados, 8 presentaron loc polimorficos y en totd se obtuvieron 61 bandas
correspondientes d 96.8% que pemitieron delerminar  diferencias  dgnificativas  entre
genotipos de D. alata y D trifida. Ramser et.d (1997) logré obtener resultados exitosos d
utilizar 10 primers de la serie Operon en 22 accesones de D. rotundata -D. cayenensis
obteniendo una varidbilided dd 89.2%. Asemota utilizd 10 primers de la serie G de Operon
paa deerminar la vaiabdlidad de gemoplasma de fiame de Jamaca en donde s
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estudiaron 5 especies de flame, D. alata, D. cayenensis, D. rotundata, D. trifida y D.
esculenta, determinando que se necesita un minimo de 15 bandas polimdrficas para separar
los genotipos de laespecie D. alata del resto de las especies.

Cabe destacar € rango dd tamafio de las bandas amplificadas que fluctubé entre 0.4
kb y 103 kb, diferenciédndose un tanto de lo reportado por Ramser et al., (1996 y 1997),
quienes obtuvieron bandas entre 1.0 kb y 3.0 kb y en pogteriores estudios bandas de 0.4 kb
a 13 kb vy lo reportado por Asemota et al., (1996), quienes obtuvieron bandas entre 0.6 kb
y 1.5 kb.

Los RAPD's gengados (61 bandas polimorficas) permitieron  determinar  la
separacion de dos grupos claramente definidos dentro de los 37 cultivares etudiados. Se
estallecid la digancia genética entre los genctipos determinandose que la mayor distancia
encontrada esta entre los genctipos Darién y D. trifida morado, resultado que era de
esperarse debido a que ambos genctipos pertenecen a epecies diferentes dentro dd género
Dioscorea, como lo demostr6 Asamota et al,, (1996), cuando andizaron la varigbilidad
genética entre 5 especies de Dioscoreas de Jamaica, ubicandose € D. trifida, en d
dendograma, totdmente ddado dd redto de las especies La disancia genética mas
cercana fue determinada entre los genctipos Daién y Jamaca, ambos genctipos son pate
de la coleccion dd banco de germoplasma dd IDIAP, en donde € genotipo Daién es
congderado naivo de Panama (PRIAG, 1997) y d Jamaca como un genctipo introducido
de Las Antillas desde hace muchos afios d pais (IDIAP, 2002). La rdacion mas estrecha
entre estos dos genotipos quizés se deba a que ambos pertenecen a la especie D. alata y
comparten caracteridicas propias dentro de la misma especie, y que no exida influencia de
la procedencia de cada uno de dlos Sin embargo, en un estudio redizado por Cruz et al.,
(1999), == determind que la digribucion geogréfica § gerce una pequeiia  influencia sobre
la variabilidad de las egpecies de fiames, pero que sn embargo, son las caracteridticas
morfolégicas y genéticas las que independientemente de la procedencia de los genctipos
ubican las rel aciones estrechas entre |0s grupos de germaoplasma.

Las diferencias encontradas mediante los indices de similitud se gorecian con mayor
claidad d andizar d dendrograma de los genotipos, en d cud se agorecia claramente la



exigencia de dos grupos marcadamente diferentes en diversdad genética, conformado uno
por los genctipos pertenecientes a la especie D. trifida, y € otro por los genotipos
pertenecientes a la especie D. alata. Por otro lado s obsarva un agrupamiento muy
marcado de los genotipos D. alata en subgrupos de acuerdo con la procedencia dd
genotipo. Los genotipos panamefios pertenecientes d IDIAP tienen un  paron  de
agrupamiento  compacto entre dlos ubicihdose 11 de los 16 genotipos en un mismo
ubgrupo, pero a la vez diganciados de los genctipos de procedencia dd CATIE, los cudes

Se separan en dos subgrupos.

B primer grupo de genctipos dd CATIE no presenta una estructura de grupo bien
definida ya que en @ dendrograma se obsarva una edructura en forma de ecaera entre los
genotipos, eso quizas debido a que étos maerides han 9do dadficados hesta d momento
como Dioscorea spp. en € banco de germoplasma dd CATIE d no conocerse con daridad
a que especie de Dioscorea pertenecen. De éstos nueve genotipos, ocho son de procedencia
panamefia sagin 1o sugiere € inventario de epecies exigente en @ banco de germoplasma
dd CATIE, d genctipo que redta es de procedencia de Puerto Rico. Las diferencias
encontradas entre étos genotipos no son daas y la interrogante podria acdlararse redizando
esudios smilares 0 més profundos incluyendo genotipos que se recolecten directamente en
las regiones dd pais de donde proceden los genotipos que se encuentran sembrados en la
fincade Cabiriadd CATIE.

El ssgundo grupo que reline a los demas genctipos dd CATIE, es un grupo que
observa més compacto y edrechamente rdacionado. En este grupo de 14 genotipos, tres
son de procedencia panamefia pero de diferentes regiones dd pais, debiendo mencionar que
dos de dlos fueron introducidos en CATIE desde hace varios afios y s han mantenido
como germoplasma in Stu en la finca de Cabiria, segun los regisros dd CATIE, y d otro
*£ matiene en d banco de gamoplasma in vitro dd IDIAP. Los otros 12 genotipos
proceden de Mayaglez, Puerto Rico y quizés es debido a esta procedencia que todos estén
clagficados segun los regisgros dd CATIE como pertenecientes a la especie D. alata, que
mantienen edtrecha cercania entre dlos, corroborando 1o expuesto por Cruz et al. (1999), en
donde determina que hay diferencias notables pero no totamente dgnificaives en los
vaores de diverddad entre didintas regiones que mantengan germoplasma de Dioscoreas y
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que por lo generd los genotipos se van a agrupar mas por sUs caracterigticas genéticas que
por |a procedencia de los mismos.

La caracterizacion de seis gencotipos de Dioscorea alata pertenecientes d banco de
gemoplasma dd IDIAP pemiti6 deerminar las diferencias exigentes entre éstos
materides y conocer que no todos pertenecen d mMISMO grupo como £ pensaba
inicidmente. Bl andiss de la mariz de Imilaidad permitidé determinar que d genctipo
Esoinoso se separa por completo del resto de los cultivares, debido quizés a caracteridticas
de tipo heredables que se conservan en su ADN que no son compartidas con € resto de los
genatipos, las cudes ya han sdo mencionadas en  andiss morfolgico. Entre los demas
genotipos s presenta un rango de digancia promedio de 0400 lo cud sugiere que son
genotipos mas estrechamente relacionados.

El dendrograma permite observar més claramente la diversdad entre éstos genotipos en
donde € genctipo Espinoso se separa nuevamente, cono se obsarva de igud manera en
la matriz de digancia, dd resto de los genctipos, y se forman dos grupos cdaamente
definidos entre los genatipos.

En un grupo s ubican los genotipos Pdeta, Kabusha y Darién. Eda rdacion puede
debae a que podblemente los genotipos Pdeta y Kabusha son derivedos del genotipo
Daién, d cud ha ddo utilizado por los agricultores para desarrollar hibridos que conserven
las cudidades organol épticas que exige € mercado naciond.

De igud forma como édos genctipos Pdeta, Kabusha y Daién en d edudio
morfolégico se presentan relacionados, en d estudio molecular e presentan estrechamente
rdacionados, 1o cud es congruente con lo manifetado por Jménez y Aguilar 2 quienes
dirman que los genotipos Pdeta y Kabusha deivan dd genotipo Daién a patir de

selecciones redizadas por los agricultores.

En d otro grupo s presentan los genotipos Diamante y Clon94. E  genctipo
Diamante fue introducido desde Cogta Rica a Panama en la década dd 1990 (IDIAP, 2002)
como maerid de produccion destinado a la exportacion @ cud presentaba ventgas de

tolerancia a la antracnods, sobre los cultivares naciondes tipo baboso (caracteridica del
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tubérculo) como € Daién. El genotipo Clon94 surgié unos dos afios después en la regdn
de Ocl, Herera, Panama, como derivado dd Diamante 6322 con las mismas caracteristicas
morfologicas, organolépticas y de tolerancia que presenta @ genotipo Diamante.  Sin
embargo, no se he determinado acienciaciertad origen de este genotipo en @ paisy es

ZJimenez Domitilo y Aguilar José Antonio. Comunicacion personal, IDIAP, Panama, 2003,

posble que la edrecha redacion que se obsarva entre éstos dos genotipos se deba a lo
explicado anteriormente, por lo que s sugieren otros estudios més detdlados entre éstos
genatipos y otros méas que exisen en d pais a los cudes no = les conoce @ origen ni la
procedencia

En resumen, d estudio molecular revdd que d genctipo Clon94 es estrechamente
cacano con € genotipo Diamante 6322, lo que sugiere que d genatipo Clon94 puede
corresponder a una sdeccion dd  Diamante 6322 redizada por los agricultores para

consarvar caracteristicas epeciales como las ya mencionadas de tolerancia ala antracnosis.

Los resultedos obtenidos a nivd molecular para los sais genctipos dd banco de
gemoplasma dd IDIAP, son los primeros edtudios que se redizan para determinar la
vaiabilidad genética entre poblaciones, ya que eda vaiabilidad es de suma importancia en
e proceso de expanson naturd dd cultivo y en la determinacion de genotipos de interés
comercid y deinvestigacion.

La comparacion de las matrices de datos morfologicos y moleculares por medio de

la prueba de Mantel permitié determinar que no existe asociacion entre ambas meatrices.
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VI. Conclusones

Parala Caracterizacion Morfoldgica

B edudio de caacterizacon morfoldgica pemitié determinr d grado de
vaidbilidad fenotipica presente entre los genotipos de las especies Dioscorea alata y
Dioscorea trifida de la coleccion de germoplasma de IDIAP y dd CATIE a través dela
liga de descriptores utilizada También, fue posble determinar las caracteridicas que mas
discriminan entre genotipos, por consecuencia on las que contribuyen a explicar la mayor
variabilidad observada en la poblacion en estudio.

Se deermind las caracterigticas morfolOgicas  cuantitetivas que mas  discriminan
entre genatipos son: longitud de las epinas, didmetro dd tdlo, longitud de la punta de la
hoja, nimero de ramificaciones en d tdlo maduro y longitud del peciolo delahoga

Los genatipos Espinoso y Diamante fueron los que mayor diversdad morfolgica
presentaron respecto a los genotipos Darién, Pdeta, Kabushay Clon 94.

Parala Caracterizacion Molecular

El méodo de extraccion de ADN MATAB es efectivo paa obtener ADN en la
cantidad y cdidad requerida para d andiss RAPD’s en D. alatay D. trifida, d igud que la
purificacion dd ADN por medio dd uso de cabdn activado como Ultimo paso en la
extraccion de ADN de fiame libre de mucilago.

La meodologia RAPD's permitié identificar 61 marcadores polimdrficos de ADN,
los cudes, permitieron determinar d grado de diversdad genética presente en la poblacion
en estudio, sobre todo de los genotipos pertenecientes ala especie Dioscorea alata.
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B andiss molecular de los 37 genotipos de D. alata y D. trifida, permitié separar
claramente las dos egpecies ademéds permitid sgpaar en dos grupos genéticamente
diferentes alos tres genotipos representativos de D. trifida delos genctiposde D. alata.

B andids molecular permitio delerminar que los genctipos de la coleccion de
gemoplasma dd IDIAP s sgparan daamente de los genctipos de la coleccion de
germoplasma dd CATIE. Los genctipos de la coleccion de germoplasma dd CATIE s
dividen en dos subgrupos, uno de los cudes presenta una edructura de grupo y € otro
subgrupo no presenta una estructura de grupo definida.

El andiss molecular no permitid determinar una correspondencia entre la estructura
de la divesdad gendtica de la poblacion en estudio, respecto a la procedencia de los
genotipos estudiados, debido a la carencia de edta Ultima informacion en las colecciones de

germoplasma.

La golicacion de métodos estadigticos multivariados a la informacion proveniente de
caacteristicas morfoldgicas y caracteristicas moleculares condtituye una herramienta eficaz
que permite determinar relaciones de semganza y divergencia entre poblaciones a nive
intra e inter especifico.
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VI1. Recomendaciones

Redizaa una recoleccion de gemoplasma en Panama paa edudialo por
caacterigicas morfolégicas y moleculares para determinr grado de vaiabilidad
genética presente d nive de fincas de agricultores, huertos caseros y pequefios productores.

Se recomienda utilizar los descriptores morfoldgicos  discriminantes  seleccionados
en ede edudio, en otras poblaciones de Dioscorea op, para determinar d grado de
efidencia en identificar genotipos diferentes entre poblaciones, como podria ser la
coleccion de germoplasmadd CATIE.

Por la cdidad dd ADN obtenido, utilizar € protocolo de extraccion MATAB paa
la extraccion de ADN de Dioscoreas, a patir de hojas tiernas o de plantas obtenidas de

cultivo in vitro parafuturasinvestigaciones

Hacer un mgor aprovechamiento de la diversdad genética presente en las
colecciones de gemoplasma dd IDIAP y dd CATIE paa implementar y fortaecer los
programeas de investigacion parala seleccidn de genotipos Utiles paralos agricultores.

Redizar estudios futuros con d uso de otras técnicas de andiss moleculares como
por gemplo Fragmentos Amplificados de Longitud Polimorfica (AFLP) y Microsaédites

(SSR) de acuerdo alas necesidades de | os programas de investigacion.
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Anexo 1

Descriptores morfol gicos para Dioscoreas

Descriptores para dioscoreacess.

CARACTERISTICASDEL TALLO

DESCRIPCION

Diashastad brote

Numero de dias entre laplantacion y € brote

Longitud dd tdlo Registrada 20 dias después dd brote
NUmero de entrenudos del tdlo Contados 20 dias después de brote
Codlor dd tdlo Registrado 20 dias después del brote con escaade

color: 1. verde, 2. verde morado; 3. verde marrén;
4. marrén oscuro; 5. morado.

Ceraentdlojoven (9, o

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Alasend tdlojoven (4, no)
Color delasdasentdlojoven

Mediante ausencia (0) y presencia (1)
Por escdade colores. 1. verde; 2. verde con bordes
morados, 3. morado; 4. epecificar color

Pubescencia cd tdlo (9, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Espinasend tdlo (9, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

TALLO DE 30DIAS

Mancha de color en la base de la espina (a 30 dias)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Trozos cortezudos en € talo (a 30 dias)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

TALLO MADURO

Tipo deplanta

Por codigo numérico: 1. enang; 2. tipo arbusto; 3.
trepadora

Viabilidad de la planta

Por codigo numérico: 3. bga 5. intermedia; 7. dta

Habito de trepado de la planta

Por codigo numérico: 0. No; 1. S

Moddidad de trepado de la planta

1. sentido delas agujas dd relgj (trepado haciala
izquierda
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2. contrareloj (trepado haciala derecha)

Alturadd tdlo maduro 1. ?2m; 2.210m; 3?210m
NUmero del tdlos maduros/planta Conteo de los tallo maduros
Color dd tdlo maduro Por escda de colores 1. verde; 2. verde morado; 3.

verde marrdn; 4. verde oscuro; 5. morado.

NUmero de entrenudos hasta la 12 ramificacion

Obsarvado en d tdlo maduro

Numero ramificaciones en € tallo maduro

Regigtrar € nimero de ramas sobre la superficie

Diamarodd tdlo

Medido a 15 cm sobrelabase dd tdlo

Forma de la seccion transversal dd tallo en labase

Por codigo numérico: 1. cuadrada; 2. cuadrangular;
3. octogond; 4. redonda; 5. otro

Longitud de los entrenudos (cm)

Regidradaaunadturade 1 m. Promedio de cinco
plantas

Ceraen d tdlo meduro (4, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Alasend tdlo (4, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Poscion delasdas 1 enlabase
2. obrelabase
Tamafo de las das (mm) Regidrado aladturade 1 m:
1?1 mm 2. 1-:2mm 3.?72mm

Color delasdas

Por escda de color: 1. verde; 2. verde con bordes
morados, 3. morado; 4. otro

Cresaen € talo maduro (9, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Rlosdad end tdlo

Por escdanuméica: 3. escasa 7. densa

Tipo de pdosen € talo maduro

Por escdanumé&ica 1. radid; 2. enformadeT; 3.
sncillo; 4. otro

Supeficierugosa(d, no)

Por cddigo numérico: 0. No; 1. S

Hojas escamadas (5, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Posicion de hojas escamadas en d tdlo

Por escdlanumérica: 1. dternadas; 2. opuestas, 3.
ambeas, 4. verticiladas

Espines en labase dd talo

Por escdla numérica: 3. pocas; 7. muchas

Espinas aribade labase dd tdlo

Por escdla numérica: 3. pocas; 7. muchas

Posicion de las espinas dd talo maduro

Por escda numérica: 1. das, 2. crestas, 3. tallo

Formade las espinas

Por escdanumérica 1. derechas; 2. curvadas hacia
arriba; 3. curvadas hacia abgo

Longitud de las espines

Media de 20 espinas Stuadas aproximadamente entre
05y 15 mdelalongitud dd tdlo: 3. corta; 5.
intermedia; 7. larga

Espinas codescentes en € tdlo (4, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)

Color delamanchaen labase delaespina

Por escdade color: 1. roja; 2. morada; 3. marrén;




CARACTERISTICASDE
SUCEPTIBILIDAD

DESCRIPCION

Descriptores de la planta

Por escala numérica: 3. baja, 5.
intermedia; 7. alta

Susceptibilidad a antracnos's
Susceptibilidad a bacterioss

Por escdanumérica: 3. bga, 5. intermedia; 7. dta
Por escdanumérica: 3. bga, 5. intermedia; 7. dta

Susceptibilided a Fusarium

Por excdanumérica 3. bga, 5. intermedia; 7. dta




CARACTERISTICASDE LA HOJA

DESCRIPCION

Descriptor/ Variedades

Primer brote de las hojas

1. temprano
2. tadio

NUmero de hojas (alos 30 dias)

Registrado 30 dias después del brote

Color delahga

Por escaade color: 1. amarillento; 2. verde daro; 3.
verde oscuro; 4. verde morado; 5. morado; 99. otro

Color dd borde las hojas jovenes

Por escdlade color: 1. verde; 2. morado; 99. otro

Color de la nervadura de hojas jovenes

Por escdade color: 1. amarillento; 2. verde: 3. morado
claro; 4. morado; 99. otro

Color dd peciolo de hgjasjovenes

Por escdade color: 1. todo verde con la base morada; 2.
todo verde con lajunta de la hojamorada; 3. todo verde
morado en ambas puntas, 4. todo verde morado con
base morada; 5. todo verde mor ado con juntade lahoja
morada; 6. todo verde morado con ambas puntas
moradas; 7. verde; 8. morado; 9. verde marrén; 10.
marrén; 11. marrén oscuro.

Color dd dadd peciolo delahojajoven

Por escda de color: 1. verde 2. verde con bordes
morados, 3. morado; 99. otro

Pilosdad dd hez /envés delahojajoven

Por codigo numérico: 1. haz; 2. envés, 3. anbas

Forma de la hojamadura

Por codigo numérico: 1. ovd; 2. cordiforme; 3.
cordiforme larga; 4. cordiforme ancha; 5. sagitiforme
larga; 6. sagitiforme ancha; 7. hastada

Formadd gpice

Por cddigo numérico: 1. obtuso; 2. agudo; 3.
emarginado; 99. otro

Ondulacion de lahoja

Por codigo numérico: 3. pocg; 7. mucha

Distancia entre los [6bulos de la hoja

Por codigo numérico: 1. sn disanciag; 2. intermedia; 3.
muy digante

Hojas maduras dobladas hacia arribaalo largo del
nervio media

Por codigo numérico: 3. poco doblada; 7. muy doblada

Hojamadura arqueeda hacia abgo alo largo dd nervio
medid (g, no)

Por codigo numérico: 0. No; 1. S

L dbulos de la hoja arqueados hacia digo (4, no)
Medida de lahoja madura (cm)

Por codigo numérico: 0. No; 1. S
Obsarvada en 20 hojas adultas tomando ancho y largo

Pogicion de la parte més ancha de la hoja madura

Por codigo numérico; 1. tercio superior; 2. medio; 3.
tercio inferior

Longitud de la punta de la hoja (mm)

Por codigo numérico:l. ? 2 mm; 2. 25 mm; 3.2 5mm

Color de la punta de lahoja

Por escda de color:1. verde claro; 2. verde oscuro; 3.
verde morado; 4. roja

Longitud ddl peciolo delahgja

Por codigo numérico: 1. ?5cm; 2. 69 cm; 3. 2 10cm

Longitud dd peciolo en rdacion con d limbo dela

Por codigo numérico: 3. corto (? 2); 5. intermedio (=2);

hoja 7.lago(? 2)
Pilogdad dd peciolo de lahoja Por codigo numérico: 3. escasa; 7. densa
Color dd peciolo delahga Por escdla de color

Color dd dadd peciolo delahoja

Escda 1. verde 2. verde bordes morados; 3. morado

Espinosidad d peciolo delahgja

Por cddigo numérico: 3. escasa; 7. densa

Edipulas en lahgja(d, no)

Mediante ausencia (0) y presencia (1)
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Anexo 2
Andidgsdesudo
Resultados de andlisis de laboratorio

N° N° Color | ALac| pH | Fosforo | Potasio Cdcio Aluminio  Magnesio | M.O. |Manganeso| Hiero | Zinc | Cobre | Textura
Labort.| muestra del suelo % Ugml Ug/ml Ug/ml Ug/ml Meg/100ml % Ug/ml Ugml | Ug/ml [ Ug/ml
1785 | Fertilidad Pardo 14-18- 6.3 4 102 0.25 0.3 024 335 13 11 1 2 ARC
fuerte 42
1786 |Densidad Pardo | 40-20- [ 53 4 98 0.29 0.3 0.28 5.09 3 19 2 3 ARC
fuerte 40
Interpretacion dd andiss
pH Fosforo | Potasio Cdcio Aluminio  Magnesio M.O |Manganeso| Hierro | Zinc | Cobre
Poco acido Bago Medio Bajo Bgo Bgo Medio Bgo Bago | Bgo | Bao
acido Bajo Medio Bao Bago Bago Medio [ Medio Bgjo | Bgo | Medio
Recomendaciones
Nutientes (Lbs/ha) Fertilizante aaplicar Aplicacion
Cultivo Nitrégeno | Fosforo | Potasio | Fertilizante | Cantidad Epoca
_ (N) (P09 | (K20)
Name 45 45 45 151515 3qg/ha 20-35 dias después de lasiembra
14 -- a4 Nitrato de 1qg/ha 60-70 dias después de lasiembra
potasio




Anexo 3

Protocolo de Extraccion de ADN (MATAB)
1.- Colocar en un Mortero un disco de hgja de un cm de didmetro (Punta de epatula).
2- Agregar 700 ul de tampon de Extraccion SORBITOL + BISULFITO DE SODIO frig,
meceralo con un pidilo heda obtener un mecerado uniforme, afadir 700 ul dd mismo
tampon y decantar en un tubo Eppendorf de 2 ml de capacidad.

- NOTA: Corregir € pH con NaOH hasta obtener un pH 7.5
3.- H disco de hoja macerado se centrifuga.a 5000 RPM durante 10 minutos a(P°C.
4.- Decantar € sobrenadante, escurrir y se suspender @ precipitado en 700 ul de tampdn
MATAB. Se agita brevemente con d vortex.( En eda fase los tubos se pueden congdar y
continuar con @ paso Sguiente pogeriormente (Paso 5)
5.- Los tubos conteniendo & ADN incubar durante 2h a65°C en un Baio de Maria.
6.- Agregar a cada tubo 400 ul de doroformo dcohol isoamilico (CIAA) a la rdacion 24:1,
y hacer una emulsén y centrifugar a 5000 RPM durante 10 minutos( o 7000 RPM en
centrifuga grande)
7.- Recuperar la fase acuosa en un nuevo tubo conteniendo 300 ul de RNA-ase, e incubar
los tubos por 30 minutos a 37°C (Bafio de Maria).
8- Precipitar € ADN agregar 800 ul de isopropanol frio, agitando por inverson € tubo
eppendorf y se coloca por espacio de dos horas en e congelador a—20°C.
9.- Centrifugara a 6000 RPM durante 10 minutos, vaciar y escurrir € sobrenadante.
Obsarvando la presencia de un precipitado (Pelet). Secar d ambiente por 2 horas.
10. Laver d precipitado con etanol a 70%, agregando 1000 ul paraluego dgar en reposo
por € espacio de 10 minutos (Agitar en un vortex).
11.  Centrifugar a8000 RPM / 10 minutos, a@ C.
12. Secar d precipitado por una hora en un lidfilizador y resuspender en agua ultra pura
(200 ul), usando € vortex para disolver € precipitado y dgar 1 hora en olucidn, (Se puede
dgjar a4 °C por unanoche).
13.- Pogteriormente verificar la concentracion de ADN en un gel de agarosad 0.8 %.



Anexo 4

Preparacion de soluciones para protocolo MATAB

Tampon de extraccion Sorbitol+Bisulfito de Sodio.(debe prepararse en € momento de
ser usado)
Sorbital 0,35M; Tris 100 mM; EDTA 5mM; Bisulfito de sodio 0,5% pH 8,0

Reectivo/sustancia 1L 2L 100ml
Sorbitol 63,79 12759 6379
TrisHCL 1M pH 80 100ml 200m 10ml
EDTA 05M pH 80 10ml 2ml im
Aforar con agua destiladaa 1000 ml 2000ml 100ml

Tampon delissMATAB (se almacena en botella color ambar)

Tris100mM; NaCL 1,25 mM; EDTA 20mM; MATAB 4% pH 80

Reectivo/sustancia 1L 2L 100ml
TrissHCL 1M pH 80 100 ml 20 ml 10m
NaCL 739 146 g 739
EDTA O5M pH 80 40ml 8oml 4m
Agua (paracompletar € volumen) 1000 ml 2000 mi 100 ml
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Anexo5

Protocolo para @ andliss de RAPD.

1 Rotular los tubos para termocidador y colocar en una gradilla o cubeta con hido
picado.
2 Adicionar acadatubo las Sguientes sustancias enlas Sguientes proporciones.
20mM Tris-HCL (pH 8.4)
50mM KCL
2mM MgCL,
02mM dNTPs
0.8 UM primers
0,06 U/pL Tag ADN polimerasa
2 ng de ADN de estudio
250L de volumen find en lareaccion

Cerrar |os tubos con sus respectivas tapas y colocar en d termocidador

3 Egpaa goroximadamente de 3 a 4 horas que dura d programa de amplificacion
mencionado en maerides y méodos. Dgar enfriar goroximadamente por 15 min. a
4°C.

4. Una vez findizado d proceso, las muedras son sometidas a una eectroforess en

gel de agarosa



Anexo 6

Preparacion de gel de agarosa.

Reactivos:
TBE, 1X Buffer 110 ml
Agarosa 09g

Colocar esta solucion en d Microondas por € epacio de 4 minutos.
Pasos Previos.
Antes de lapreparacion dd gd de agarosa se debe redlizar |os Siguientes pasos.

Arreglar labandga, colocandolo en un recipiente, se ubican los peines.

Agregar bromuro de didio 3 a 4 veces presonando la tgpa de la botela que lo
contiene y evitando sdpicar fuera de la cubeta. (Altamente toxico). Esperar a retirar
el erlemeyer del Microondas

Retirar d vaso quimico dd Microondas usando un guante de caucho, de forma
indinada con la boca hecia fuera dd cuerpo con d objeto de evitar absorber los
gases emitidos por este.

Agregar d contenido ded erlemeyer en forma circular sobre la bandga conteniendo
e Bromuro de etidio afin de digribuirlo uniformemente.

Colocar los peines en las ranuras de las bandgas

Esperar aque e gd solidifigue (Aproximadamente 20 minutos).

Retirar los peines

Colocar lasolucion conteniendo d ADN end gd

Conectar lacamaraalafuente de poder y dgar correr por espacio de 20 minutos.






D.tmor
D.t blanco
D.tPma
7231
Paleta
Espin
Coco
Jamaica
Cabuya
Darién
Criollo bab
Dia6322
Blanco P.
Clon94
Cristal
Mano T
6319
6323
6324
1,000

D. t mor

1,000
0,536
0,607
0,143
0,268
0,175
0,200
0,208
0,167
0,143
0,208
0,191
0,268
0,225
0,237
0,159
0,200
0,200
0,222

D.tblanco D.tPma 7231

1,000
0,840 1,000
0,188 0,180
0,293 0,310
0,200 0,220
0,222 0,239
0,255 0,271
0,190 0,209
0,188 0,204
0,255 0,271
0,213 0,229
0,325 0,310
0,220 0,238
0,231 0,250
0,209 0,200
0,195 0,186
0,162 0,184
0,302 0,318

1,000
0,610
0,298
0,478
0,412
0,432
0,458
0,412
0,429
0,435
0,400
0,419
0,413
0,409
0,302
0,380

D.tmor D.tblanco D.tPma 7231

Paleta Espin
1,000
0,357 1,000
0,641 0,405
0,581 0,370
0,595 0,286
0,500 0,356
0,545 0,340
0,404 0,298
0,442 0,357
0,341 0,317
0,390 0,333
0,452 0,366
0,450 0,205
0,333 0,205
0,444 0,277

Paleta Espin

Anexo 7

Matriz de Smilaridad de 37 genatipos de fiame (Dioscorea op. y D. trifida) de las colecciones de germoplasmadd CATIEY €
IDIAP, generada a partir de datos moleculares por € Jaccard's Coefficient

Coco Jamaica Cabuya Daién Criollobab. Dia6322 BlancoP Clon94 Crisal ManoT 6319 6323 6324

1,000
0,842
0,794
0,700
0,707
0,511
0,422
0,419
0,475
0,658
0,429
0,350
0,489

1,000
0,711
0,846
0,850
0,636
0,388
0,383
0,400
0,558
0,391
0,318
0,614

1,000
0,658
0,757
0,500
0,439
0,474
0,459
0,657
0,447
0,361
0,409

1,000
0,800
0,628
0,404
0,400
0,419
0,585
0,378
0,302
0,605

1,000
0,674
0,417
0,444
0,432
0,595

0,422

0,349

0,578

1,000
0,320
0,615
0,525
0,413
0,442
0,400
0,408

1,000
0,475
0,541

0,525

0,349

0,268

0,444

1,000
0,742
0,487

0,486

0,400

0,265

1,000

0,474 1,000

0,472 0,541 1,000

0,424 0,342 0,655 1,00
0,333 0422 0,271 0,250

Coco  Jamaica Cabuya Darien Cridlobab. Dia6322 BlancoP Clon%4 Crisd ManoT 6319 6323 6324



6326
6327
6328
6344
6345
6346
6347
6348
7064
7066
7248
7291
7305
7311
7332
7333
7363
6667
6324

6324

0,444
0,306
0,244
0,333
0,286
0,362
0,347
0,300
0,333
0,479
0,319
0,267
0,378
0,234
0,313
0,348
0,362
0,311
6326

6326 6327 6328 6344

1,000

0,326 1,000

0,395 0,368 1,000

0,525 0,364 0,576 1,000
0,538 0,255 0,500 0,595
0,649 0,364 0,5760,765
0,537 0,348 0,5000,771
0,476 0,356 0,5140,649
0,452 0,429 0,444 0,579

0,478 0,396 04390,675
0,405 0,349 0,2820,450
0,286 0,293 0,184 0,233
0,405 0,261 0,2500,450
0,310 0,256 0,278 0,200
0,463 0,229 0,3080,439

0,311 0,318 0,351 0,349
0,452 0,364 0,405 0,463
0,366 0,250 0,2370,447
6327 63286344 6345

6345

1,000
0,639
0,605
0,622
0,553
0,500
0,390
0,238
0,357
0,293
0,381
0,267
0,513
0,286
6346

6346

1,000
0,824
0,605
0,667
0,675
0,415
0,233
0,415
0,256
0,475
0,349
0,463
0,341
6347

6347

1,000
0,703
0,771
0,683
0,500
0,310
0,463
0,273
0,525
0,333
0,476
0,357
6348

Continuacion anexo 7

6348 7064 7066
1,000

0,605 1,000

0,581 0,595 1,000
0,513 0,450 0,444
0,421 0,293 0,304
0,405 0,450 0,413
0,279 0,317 0,271
0,395 0,475 0,500
0,341 0,261 0,548
0,488 0,463 0,426
0,333 0,310 0,378
7064 7066 7248

7248

1,000
0,645
0,333
0,238
0,500
0,436
0,526
0,359
7291

7291

1,000
0,342
0,270
0,444
0,342
0,395
0,231
7305

7305

1,000
0,130
0,462
0,244
0,415
0,262
7311

7311

1,000
0,359
0,238
0,350
0,256
7332

7332 7333 7363 6667

1,000
0,390
0,513
0,350
7333

1,000
0,450
0,233

7363

1,000
0,341 1,000
6667






	Portada
	Contenido
	Indice de cuadros
	Indice de figuras
	Indice de Anexos
	RESUMEN
	ABSTRACT
	Agradecimientos
	1. Introducción
	1.2 Objetivo General.
	1.3 Objetivos Específicos.
	1.4 Hipótesis:

	2. Revisión de literatura
	2.1 Dioscorea spp.
	2.1.1. Origen
	2.1.2 Biología y Botánica
	2.1.3 Disponibilidad de Recursos Genéticos

	2.2 Caracterización Morfológica
	2.3 Marcadores Moleculares
	2.4. ADN Polimórfico Amplificado al Azar (RAPD)
	2.4.1 Ventajas y desventajas de la técnica

	2.5 Métodos estadísticos multivariados aplicados a biología molecular.

	3. Materiales y Métodos
	3.1 Localización del estudio
	3.2 Caracterización morfológica
	3.2.1 Material experimental
	3.2.2 Manejo Agronómico
	3.2.3 Caracterización de cultivares
	3.2.4 Diseño experimental

	3.3 Caracterización molecular
	3.3.1 Material experimental.
	3.3.2 Aislamiento del ADN
	3.3.3 Determinación de la concentración del ADN.
	3.3.4. Selección de “primers” y amplificación de los fragmentos de ADN por la técnica de RAPD’s
	3.3.5. Amplificación de ADN (RAPD’s)

	3.4 Análisis estadístico
	3.4.1 Caracterización morfológica
	3.4.2 Caracterización Molecular


	4. Resultados
	4.1. Caracterización Morfológica de seis genotipos del banco de germoplasma del IDIAP
	4.1.1. Análisis de varianzas
	4.1.2. Análisis de correlación y caracterización de la variabilidad por medio de conglomerados
	4.1.3. Análisis de componentes principales y funciones discriminantes canónicas

	4.2. Caracterización molecular
	4.2.1. Aislamiento y determinación de la concentración de ADN
	4.2.2. Amplificación del ADN
	4.2.3. Caracterización de la colección de Dioscorea alata y D. trifida
	4.2.4. Caracterización molecular de 6 genotipos de ñame (Dioscorea alata) del banco de germoplasma del IDIAP.
	4.2.5. Comparación de datos morfológicos y moleculares


	5. Discusión
	5.1. Caracterización morfológica
	5.2. Caracterización Molecular

	6. Conclusiones
	7. Recomendaciones
	8. Bibliografía
	Anexos

