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RESUMEN

El género Dioscorea es una planta que produce tubérculos, es conocida en gran
parte del mundo por su gran valor alimenticio, medicinal e industrial. En la
actualidad, en Jalisco, las especies de Dioscorea conocidas como camote de cerro
se encuentran sélo de forma silvestre, pero sus poblaciones estan escasas debido
a la colecta indiscriminada, hecha por los mismos colectores de las localidades. El
objetivo de este estudio, fue caracterizar molecularmente por medio de los
marcadores moleculares RAPD, ISSR, AFLP e ISTR las colecciones de camote de
cerro Dioscorea spp. del estado de Jalisco para evaluar la variabilidad genética
intra e interpoblacional. La evaluacion de la eficiencia de los marcadores
moleculares de acuerdo al contenido de informacion polimorfica fue muy similar
para todos los marcadores (= 0.48). El promedio de heterocigosidad fue menor
para ISTR (0.36) y el mayor para AFLP (0.47). Esto indica un nivel importante de
variacion genética a pesar de que el camote de cerro se propaga asexualmente.
Sin embargo la baja correlaciéon hecha con los cuatro marcadores moleculares
muestra la complementariedad de la informacion que se genera para estudios
genéticos que implica la estimacion de polimorfismo y las relaciones genéticas.
Los ISTR son reproducibles y sensibles para detectar variacion genética, lograron
determinar variabilidad intra e interespecifica, en materiales ex vitro el coeficiente
de Jaccard tuvo valores que variaron de 0.56 a 0.94 y los in vitro obtuvieron una
variacion de 0.66 a 0.95. De lo cual puede inferirse que existe mayor similitud
genética entre los individuos de las accesiones conservadas in vitro. Fueron
registrados y utilizados caracteres morfoldégicos para correlacionar fenotipos vy
caracterizacidon molecular, por medio de analisis fenéticos, de acuerdo a una
identificacion taxondmica se determinaron dos especies Dioscorea sparsiflora y
Dioscorea remotiflora. Los datos obtenidos en este estudio, proporcionan
informacion para el comienzo de programas de conservacion para este importante

recurso fitogenético.

viii



ABSTRACT
The genus Dioscorea is a plant that produces tubers, is known in the world for its
high nutritional, medicinal and industrial value. Today, in Jalisco, Dioscorea
species camote de cerro are just wild, but their populations are scarce due to the
indiscriminate collection, made by the same collectors locations. The aim of this
study was to characterize molecularly through molecular markers RAPD, ISSR,
AFLP and ISTR camote de cerro collections collected in the state of Jalisco to
assess the genetic variability within and between populations. The evaluations of
the efficiency of molecular markers according to polymorphic information content
were very similar for all markers (= 0.48). The average heterozygosity was lower
for ISTR (0.36) and the highest for AFLP (0.47). This indicates a significant level of
genetic variation despite the camote de cerro is asexually propagated. However
low correlations made with four molecular markers shows the complementary
information that is generated for genetic studies involving polymorphism and
estimating genetic relationships. The ISTR are reproducible and sensitive for
detecting genetic variation, were able to determine intra and interspecific variability
to ex vitro plants, the Jaccard coefficient had values that ranged from 0.56 to 0.94
and in vitro obtained a variation from 0.66 to 0.95. From which it may be inferred
that there is greater genetic similarity between individuals of the accessions
conserved in vitro. Were recorded and used to correlate phenotypes morphological
and molecular characterization via phenetic analysis, according to two species
taxonomic identification and Dioscorea remotiflora and Dioscorea sparsiflora
determined. The data obtained in this study provide information for the beginning of

conservation programs for this important plant genetic resource.
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| INTRODUCCION

Las plantas que producen raices y tubérculos desempefiaran una funcion multiple
en la alimentacion del mundo en desarrollo durante las proximas décadas. Para el
2020, mas de 2 mil millones de personas de Asia, Africa y América Latina
dependeran de estos cultivos como fuente de alimento, forraje o ingresos en
efectivo (CONABIO, 2000).

El género Dioscorea (Dioscoreacea) agrupa plantas conocidas como camote de
cerro en el occidente de México, barbasco y cabeza de negro en el sur de México,
Aame conocido en América Latina y yam en el idioma Inglés, las cual representan
un ejemplo de la riqueza de recursos fitogenéticos que posee México. Su estudio
proporcionaria una fuente de informacion relevante desde muchos puntos de vista,

medicinal, industrial y alimento.

En el estado de Jalisco, México, no existen variedades cultivadas de camote de
cerro, actualmente, solo se dispone de material silvestre que ocasionalmente se
propaga por los colectores que llevan muchos afios en el trabajo de recoleccion;
aun no existen trabajos de seleccion de germoplasma sobresaliente con relacion
a las especies presentes, ni ningun trabajo desde el punto de vista de diversidad
genetica.

En Jalisco, el camote de cerro tiene importancia econdmica. Los tubérculos se
recolectan y comercializan en San Martin Hidalgo, Jocotepec, Villa Corona,
Chapala y Zacoalco de Torres. Se aprovechan las especies silvestres pues su
cultivo no existe, por lo que es necesario caracterizar las especies locales,
conocer condiciones favorables, para lograr su establecimiento, manejo y

conservacion de germoplasma para las presentes y futuras generaciones.

Conocer un recurso, es necesario para asegurar su aprovechamiento racional y
sostenible. El conocimiento implica aspectos morfologicos, fisioldégicos, quimicos,

ecologicos y genéticos.
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Entre las acciones que deben llevarse a cabo para el estudio y la conservacion de
recursos fitogenéticos, se encuentra la caracterizacion genética de las poblaciones
silvestres. Proporciona herramientas que describen la diversidad genética inter e
intrapoblacional y ofrece un marco teorico para entender los cambios evolutivos y
la variacion en los patrones genéticos de las poblaciones silvestres (Sosa y col.,
2002). La determinacion de la variabilidad vegetal requiere de la identificacion de
caracteres o marcadores que permitan discriminar entre las diferentes entidades

vegetales.

Existen varios marcadores moleculares que pueden utilizarse en el estudio de la
diversidad vegetal. Esos marcadores tienen sensibilidades variables para
identificar diferencias genéticas, generan diferentes tipos de datos y se aplican a

diferentes niveles taxondémicos (Karp y col., 1996).

Los marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) ofrecen la posibilidad de estudiar poblaciones de organismos y
seleccionar aquellos que presentan rasgos de interés, los ISTR (Inter Sequence-
Tagged Repeat) presentan una serie de ventajas con respecto a los otros
marcadores, que los hace atractivos para la caracterizacion genética de plantas.
Utilizan iniciadores universales, amplifican entre 5 y 100 loci. Detectan un
polimorfismo considerable, son altamente reproducibles. No requieren gran
cantidad ni alta calidad de ADN y se aplican a un amplio espectro de organismos
(Lightbourn y Veilleux, 2003).

Existe poca informacion sobre estimaciones de variabilidad genética de camote de
cerro en México, en Jalisco se han hecho estudios sobre aspectos morfolégicos
(Castillo, 2007) y citogenéticos (Castafieda-Nava, 2012). Por esta razon y con el
fin de generar informacion del punto de vista molecular y dada la importancia que
este recurso representa para Jalisco y al mismo tiempo el riesgo al que esta
siendo sometido por la sobreexplotacion de que esta siendo objeto, se considera
que los resultados de este trabajo pueden ser relevantes.
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Il ANTECEDENTES
2.1 Distribucién de Dioscorea spp

La familia Dioscoraceae agrupa a los géneros Dioscorea L., Tacca J. R. & G.
Forst., Trichopus Gaertn. y Stenomeris Planch. (Caddick y col., 2002) Dioscorea
es el grupo mas diverso y tiene importancia econémica, comestible y medicinal.
Sus especies se encuentran distribuidas en las regiones lluviosas de los tropicos
y regiones subtropicales (Montaldo, 1991). Entre 350 y 400 especies de
Dioscorea son reconocidas y 63 especies crecen en México. En Jalisco, se ha
registrado la presencia de nueve especies (Mc Vaugh 1989). La clasificacion
infragénerica de Dioscorea esta sujeta a discusion (Caddick y col., 2002) aunque
Huber (1998) reconocio la presencia de 28 grupos.

Las especies de Dioscorea producen rizomas cortos y tubérculos comestibles. Las
mas comunes y con mayor valor comercial son Dioscorea alata L, D. rotundata
Poir, D. esculenta L, D. bulbifera L y D. cayenensis Lam, las cuales son cultivadas
principalmente en Africa (Mandal, 1993). Dioscorea floribunda Martens y D.
composita Hemls son apreciadas debido a su alto contenido de sapogeninas
esteroidales; sustancias utilizadas en la fabricacion de anticonceptivos orales,
hormonas sexuales y cortisona. Sin embargo, éstos fames farmaceéuticos

continuan siendo esencialmente especies silvestres (Rodriguez, 2000).

La zona dominante para la produccion de Dioscorea en el mundo, es el oeste de
Africa, donde se producen 48 millones de toneladas que equivalen a los 93% de la

produccion total mundial, cultivadas en 4 millones de hectareas al ano.

Segun Wilson (1977), el camote de cerro se diferencia de las restantes raices y
tubérculos, por su amplia diversidad genética y origen a partir de diferentes
centros: América tropical (D. trifida), Africa occidental (D. rotundata, D. cayenensis,
D. bulbifera, D. dumetorum) y el sureste Asiatico (D. alata, D. esculenta, D.
opposita). Dioscorea alata es la unica especie de Dioscorea sin representacion
silvestre en el mundo entero. Al igual que D. rotundata, D. alata pertenece a la

seccion Enanthiophillum del género Dioscorea.
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Las especies utilizadas a nivel mundial para la alimentacién de acuerdo con
Montaldo (1991) son: Dioscorea rotundata-cayenensis: Constituye la mayor
parte de la produccién de fiame en Africa pero es una especie poco cultivada en
América tropical. Segun Kay (1987), su produccion asciende a 19 millones de
toneladas al aio. Las plantas producen un tubérculo solitario generalmente grueso
y ramificado. El tallo es cilindrico y espinoso. Las hojas son simples, enteras,
opuestas o alternas. Dioscorea alata: Es originaria del Sureste Asiatico y
constituye la principal especie cultivada. Las plantas producen rizomas solitarios o
agrupados de 2 a 4, redondos, cilindricos, oblongos o de forma irregular. Sus
tallos son fuertes, alados, sin espinas con hojas acorazonadas, simples y
opuestas. Dioscorea esculenta: Cultivada en el Sureste de Asia y Africa.
Rizomas pequefios en forma de racimo, tallo espinoso y hojas simples,
acorazonadas. Dioscorea bulbifera: Cultivada en el Sureste de Asia, Africa y algo
en las islas del Pacifico y en las Antillas. Un solo rizoma por planta, blanco y
globoso; tallo sin espinas, hojas simples, enteras, grandes, alternas u opuestas.
Dioscorea trifida: Originaria y cultivada en América tropical y algo en el Sureste
de Asia. Rizomas pequefios redondos o cénicos, tallo alados y sin espinas, hojas
palmadas profundamente lobuladas y alternas.

2.1.2 Taxonomia del camote de cerro

En Jalisco, camote de cerro es el nombre comun de Dioscorea remotiflora y D.
sparsiflora. Morfolégicamente, las plantas de ambas especies son similares. Sin
embargo, los tallos y peciolos en D. sparsiflora son alados mientras que en D.
remotiflora no presentan esta estructura. Mas aun, la corola de las flores
masculinas son en forma de taza en D. sparsiflora pero campanuladas en D.
remotiflora. Por ultimo, los filamentos de D. sparsiflora estan unidos entre si
excepto en el apice. En contraste, los filamentos en D. remotiflora son libres. Un

resumen de la clasificacion del camote de cerro se muestra en el Cuadro 1.
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Cuadro 1.- Clasificacion del camote de cerro.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidae

Orden Dioscoreales
Familia Dioscoreacea
Género Dioscorea
Especie 350-400

2.1.3 Distribucion del género Dioscorea en Jalisco

Para Jalisco, se reconocen 9 especies, D. convolvulacea Scheidw y y Cham, D.
Jaliscana McVaugh, D. mexicana Scheidw, D. militaris B.L. Rob, D. nelsonii Uline
ex R. Knuth, D. nematodes Uline ex R. Kunth, D. remotiflora Kunth, D. sparsiflora
Helms y D. subtomentosa Miranda. Solo los tubérculos de D. remotiflora y D.
sparsiflora son alimento humano. En México, Dioscorea remontiflora crece en los
estados de Sonora, Chihuahua, Sinaloa, Nayarit, Guanajuato, Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca e Hidalgo (McVaugh, 1989). En Jalisco, se ha
registrado en los municipios de Acatic, Autlan de Navarro, Jocotepec, Pihuamo,
Tecalitlan y Manuel M. Diéguez. Por su parte, D. sparsiflora se distribuye en los
estados de Nayarit, Jalisco, México, Morelos, Guerrero, Michoacan y Colima. En
Jalisco, se ha recolectado en los municipios de Autlan de Navarro, Chapala,
Cocula, Guadalajara, Jocotepec, La Manzanilla de la Paz, Poncitlan, San Martin
de Bolafios, San Martin Hidalgo y Tapalpa.
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2.1.4 Aprovechamiento del camote de cerro en Jalisco

En la region Ciénega de Chapala existen 325 camoteros que dependen
directamente de esta actividad para subsistir, a su vez esto representa una
poblacién de 1622 personas ligadas a este recurso. Solo para este caso se
extraen al afio considerando una media de 7 meses de trabajo; un total de
182,000 plantas y que de estas, solo 365 volveran a producir al siguiente afio
(Garcia-Ruiz, 2009)

El camote de cerro lo venden en peso fresco aproximadamente a $30.00 pesos
mientras que cocido vale el doble. Principalmente el aprovechamiento del camote
de cerro es como alimento, los consumen hervido, tostado, freido, capeado con
huevo o simplemente con sal y limén asi mismo es muy usado para aliviar
sintomas como fatiga, estrés, elaboran cremas como tratamiento de Ila
menopausia y para algunos desordenes fisiolégicos femeninos ya que el camote
contiene esteroides (diosgenina) su aplicacion a través de la piel hace mas facil su

absorcion, por lo que se aprovecha mejor que cuando se administra via oral.

2.2 El uso y la importancia de los recursos fitogenéticos

Segun el Convenio de la Diversidad Biolégica (CDB), los recursos genéticos son
cualquier material de origen animal o vegetal, microorganismos u otros que
contengan unidades funcionales de herencia. Podria incluir genes, secuencias
genéticas, moléculas, extractos bioldgicos, semillas y plasma, (Hawtin y col.,
1996). En primer lugar, los recursos genéticos son importantes porque confieren
las caracteristicas y propiedades particulares de los organismos. En segundo
lugar, los recursos genéticos constituyen la base para el desarrollo de nuevas
variedades vegetales o de cultivos, permiten el desarrollo de nuevos productos y
son la base material para la biotecnologia moderna y sus multiples aplicaciones (la
mineria, la bioremediacion, la ingenieria genética, entre otras) (Szabd, 2005). Los
recursos fitogenéticos se clasifican de la siguiente manera, (Figura 1) (Cuevas y
col., 1997)
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Plantas

DVT = Diversidad vegetal total, PSU = Plantas silvestres utiles, PF

Plantas

fomentadas, PT = Plantas toleradas, PC = Plantas cultivadas y PD

domesticadas.

Figura 1.- Representacién de la diversidad vegetal existente en el area de accion
cotidiana de un grupo humano.

Plantas silvestres utiles (PSU): Consideradas desde el punto de vista
antropocéntrico, las plantas utiles no son sélo un subconjunto de la diversidad
vegetal total existente en el mundo, sino un subconjunto cuya magnitud depende
en ultima instancia del acervo cultural de los grupos humanos que las aprovechan.
Plantas toleradas (PT): Aquellas especies que, por alguna razén, la gente de las
localidades tenga conocimientos de efectos medicinales por ejemplo Bursera spp.
0 bien plantas que dan buena sombra como Ceiba spp. y no son derribadas al
preparar un terreno virgen con fines agricolas en las regiones tropicales de
México.

Plantas fomentadas (PF): Aquellas plantas que, ademas de algunos usos
secundarios, producen alguna estructura relacionada con la satisfaccion de alguna
necesidad basica (frutos y/o semillas comestibles), como consecuencia el hombre
realiza algunas acciones concretas que propician su conservacion y desarrollo

(como en el caso de las especies que frecuentemente son utilizadas por los
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campesinos para delimitar sus parcelas a manera de cercas vivas, plantas de las
que ademas obtienen frutos, medicina y en ultima instancia lefia para la coccion
de sus alimentos), como en el caso de los géneros Spondias y Guazuma.

Plantas cultivadas (PC): Estatus en el que el hombre pude desarrollar solo
después de un largo periodo de acumulaciéon de experiencias y conocimientos
relativos a la biologia de sus recursos vegetales, asi como del ambiente en que
decidi6 establecer su cultivo.

Plantas domesticadas (PD): Fase a la que unicamente han podido arribar
aquellas especies que por sus atributos biolégicos particularmente los vinculados
a su reproduccion y la heredabilidad de los caracteres de interés han respondido
favorablemente a la seleccion practicada por los grupos humanos en los diferentes
ambientes (ecoldgicos y culturales) en que las han cultivado (Cervantes, 1976).
Por lo tanto segun la clasificacion de Cuevas y col. (1997) y Cervantes (1976), el
camote de cerro esta clasificado dentro plantas silvestres utiles (PU).

Dicho lo anterior, México es un centro importante de diversidad y domesticacion
de plantas. La domesticacion no es el resultado solamente de eventos bioldgicos,
sino de la interaccion, durante cientos de generaciones, entre poblaciones
humanas y las especies vegetales. Estas poblaciones humanas, a raiz de sus
necesidades, intereses, practicas y conocimientos han ido conformando y
manteniendo esta diversidad. Los agricultores mexicanos son los herederos de
esta diversidad, sino quienes las mantienen y desarrollan, aun en condiciones

cada vez mas dificiles (Bellon, 2009).

El uso inteligente de los recursos fitogenéticos puede erradicar la pobreza. Reduce
el precio de los alimentos y de otros productos. Aumenta y diversifica las
ganancias de productores y procesadores. Sin embargo, los recursos genéticos,
son vulnerables y pueden desaparecer, poniendo en peligro la continuidad de
nuestra especie (Fuentes, 1998; Jaramillo y Baena, 2000).

La producciéon mundial de alimentos es suficiente para abastecer a la poblacién
mundial, si su distribucion fuera equitativa (Fuentes, 1998; Calla y col., 1999).
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Entonces, el problema no es la produccion sino en que los paises tecnificados
almacenan grandes volumenes de alimentos y en los paises menos afortunados,
no alcanzan a producir lo necesario para su supervivencia. El 74% de la actividad
agricola en México se realiza en tierras temporales (14,508,829 ha), ya que
unicamente 26.5% (5,221,030 ha) de la superficie agricola tienen irrigacion. La
agricultura de temporal esta distribuida de forma mas uniforme, los estados de
Veracruz, Jalisco, Chiapas, Zacatecas y Oaxaca son los que tienen una mayor
superficie de temporal y suman 37% de las tierras bajo esta condicion. Este
panorama permitira incorporar nuevos cultivos que no requieran sistema de
irrigacion y con los que se pueda lograr un mejor aprovechamiento del agua
temporal (CONABIO, 2000). Por lo tanto, es importante el aprovechamiento y la
conservacion de los recursos fitogenéticos, para evitar problemas de desaparicion
de especies de interés.

2.3 Caracterizacién morfologica

Los caracteres morfologicos han sido muy usados para la identificacion de
especies, géneros y familias de plantas. Ademas, las caracteristicas morfolégicas
han sido el tema de numerosos estudios en genética de poblaciones y agricultura,
donde la resistencia a plagas y enfermedades y el rendimiento han sido factores
importantes (Falconer, 1981).

Diferentes niveles de variabilidad pueden ser estimados usando caracteres
morfolégicos. Su respuesta a la seleccion y sus antecedentes genéticos pueden
ser determinados; estos tipos de caracteres son usualmente dominantes y
recesivos. Es asi que la mayoria de las plantas cultivadas con importancia
econdmica tiene sus patrones de identificacion, caracterizacion y evaluacion. Para
llegar a estos protocolos se han realizado estudios basicos de las caracteristicas
en el sentido de conocer la variabilidad de los caracteres dentro y entre plantas;
luego se han seleccionado aquellas caracteristicas cualitativas y cuantitativas que
han resultado ser mas utiles para la descripcion (Enriquez, 1966).
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Se entiende por caracterizacién a la descripcién de la variacion que existe en una
coleccidon de germoplasma. Por lo comun, se utilizan caracteristicas morfologicas y
fenologicas de alta heredabilidad, es decir caracteristicas cuya expresién es poco
influenciada por el ambiente. La caracterizacion debe permitir diferenciar a las
accesiones de una especie. En las plantas cultivadas, los o6rganos mas
importantes para la descripcidon morfolégica son la flor y el fruto. Le siguen en
importancia las hojas, troncos, ramas, raices y los tejidos celulares que muchas
veces son muy dificiles de caracterizar (Enriquez, 1991).

Para la caracterizaciéon morfolégica se utilizan descriptores (caracteristicas que se
expresan para identificar a los individuos). Un buen descriptor deber ser faciimente
observable. También debe tener alta accion discriminante y baja influencia
ambiental. La uniformizacion de los descriptores es un requisito para que la
caracterizacion tenga un valor universal. Para ello, se utilizan listas de
descriptores bien definidos y rigurosamente probados. Todo esto simplifica el
registro, la actualizacion y la modificacion de datos. Mejor aun, permite la

recuperacion el intercambio, el analisis y la transformacion de datos.

Ademas de proporcionar un mejor conocimiento del germoplasma disponible, la
caracterizacion bien realizada presenta algunas ventajas adicionales: permite
identificar duplicados de accesiones, simplificando trabajos posteriores,
racionalizando los trabajos relativos a las colecciones activas y de base y
haciendo un uso mas eficiente de los recursos humanos y financieros. También
permiten el establecimiento de colecciones nucleos que, por definicion
comprenden, un minimo de redundancia de la diversidad genética reunida en una

especie cultivada y en las especies silvestres relacionadas (Valls, 1989).

10
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Dentro de los caracteres morfologicos que definen a Dioscorea., existen distintas
categorias de datos, segun la expresion del descriptor que puede ser en forma
cualitativa o cuantitativa (Figura 2). Si se expresa en forma cualitativa, se pueden
generar datos binarios (también llamados de doble estado) datos con secuencia
(ordinales) y datos sin secuencia (nominales). Si se expresa en forma cuantitativa,
los datos generados pueden ser discontinuos (llamados también discretos) y
continuos. (IPGRI, 2003).

Descriptores

|
[ |

Cualitativos

Cuantitativos

| | I

Binarios Con secuencia| | Sin secuencia Discretos Continuos
(doble estado) (ordinales) (nominales) | |(discontinuos)
1 l l | | [
Ej., presencia de [:ll ausenciade | | Ej., vigor de Ej., color de Ej., nimerode | | Ej., alturade
flores blancas | | flores blancas planta semilla flores planta

Figura 2.- Tipo de datos y descriptores.

2.4 ;Qué son los marcadores moleculares?

Un marcador molecular es un caracter derivado del analisis de proteinas y acidos
nucleicos. En la actualidad, los mas comunes son los derivados del analisis del
ADN. Los primeros marcadores que se emplearon fueron aquellos que afectaban
la morfologia de la plantas. Estos marcadores generalmente son debidos a la
mutacion de un gen que provoca un fenotipo marcadamente diferente al fenotipo
normal. Su empleo es limitado debido a su escasez y a que suelen presentar

dominancia, pleiotropia y epistasis.

El desarrollo de los marcadores moleculares ha logrado un importante avance en
la mejora de plantas. Los marcadores moleculares presentan una serie de

ventajas frente a los marcadores morfologicos: se encuentran en cualquier

11
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especie; se detectan en estadios tempranos del desarrollo y en cualquier tipo de
tejido; su analisis no depende de las condiciones experimentales; son
fenotipicamente neutros; y ademas, la interaccion entre ellos es pequefia o nula

(ausencia de epistasis).

Los marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas y las isoenzimas o
aloenzimas y constituyen la primera generacion de marcadores moleculares.
Después con la aparicion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), los tipos de marcadores aumento considerablemente, y en la actualidad,
hay un gran numero de tipo de marcadores basados en la PCR. Cada tipo de
marcador tiene unas caracteristicas especificas que lo hacen adecuado unas

determinadas aplicaciones.

Los marcadores moleculares presentan multiples aplicaciones en la mejora
genética de plantas. Previamente hay que plantearse qué tipo de marcador es el
apropiado a nuestras necesidades y para ello nos debemos plantear una serie de
cuestiones como: ¢ Qué objetivos tenemos? ; Qué nivel de resolucion requerimos?
y también debemos preguntarnos ¢ si nuestros recursos a nivel personal, equipo y

tiempo son los adecuados?

El hecho que los marcadores moleculares puedan ser analizados en estadios
tempranos del desarrollo les hace especialmente indicados para determinadas
situaciones en las que se requieren la identificacion del origen y/o naturaleza de
los diferentes individuos de una poblacidon. Algunas de estas situaciones son:
distincidon entre individuos cigdticos y nucleares en plantas que presentan

apomixis; distincién entre diploides y tetraploides, etc.

Los marcadores moleculares tienen varias propiedades con respecto al analisis de
la diversidad genética y la relacion que pueda existir dentro y fuera de las
poblaciones en las especies, que por lo consiguiente es una tarea central para
muchas disciplinas de la ciencias biolégicas. Durante las ultimas tres décadas, las

12
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estrategias clasicas para la evaluacion de la variabilidad genética como la
anatomia comparada, morfologia, embriologia y fisiologia, cada vez se han

complementado con la técnica de los marcadores moleculares.

La tecnologia de los marcadores moleculares basados en el polimorfismo de
proteinas o de ADN ha catalizado la investigacion en una variedad de disciplinas
como son la filogenia, taxonomia, ecologia, genética tanto en plantas como en
animales.

Las siguientes propiedades serian generalmente las deseables para un marcador
molecular: 1.-De moderada a altamente polimoérficos 2.-Herencia codominante
(permite la discriminacion de los homocigotos y heterocigotos en organismos
diploides), 3.-Asignacién inequivoca de los alelos, 4.-Ocurrencia frecuente en el
genoma, 5.- Comportamiento neutral, 6.- Facil acceso (Que sean baratos y
procedimientos rapidos), 7.- Alta reproducibilidad, 8.- Facil intercambio de datos
entre laboratorios, 9.- Bajo costo, tanto para el desarrollo de marcadores y
ensayos, 10.- El mejor tipo de marcador molecular sera aquel que abarque una
mayor parte del genoma estudiado (Solis y Andrade, 2005).

No existe un solo tipo de marcador molecular que cumpla todos estos criterios, sin
embargo se pueden elegir entre una variedad de sistemas de marcadores, que
uno combine una parte o incluso la mayoria de las caracteristicas antes

mencionadas.

2.4.1 Marcadores moleculares basados en ADN

2.4.1.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Esta técnica se basa en la amplificacion del ADN mediante PCR con un solo
cebador de 10 nucledétidos de secuencia aleatoria. La reaccién de amplificacion da
como resultado una serie de fragmentos de ADN de diferentes tamafos que
pueden dar lugar a polimorfismos de tipo presencia/ausencia al ser separados por
electroforesis. Se considera que la presencia de bandas con igual movilidad

13
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corresponde en la misma posicidn del genoma, aunque esto no siempre es cierto

cuando trabajamos con distintas especies.

El polimorfismo entre individuos se detecta debido a la falta de coincidencia en los
sitios de reconocimiento de los cebadores, la presencia o ausencia de una
secuencia reconocida por el cebador y la longitud de la secuencia amplificada
(Figura 3) (Zhao y col., 2007a). En el Cuadro 2 se muestra las caracteristicas de

dicho marcador molecular.

o [ IndividuoB |
Individuo A

Ausencia de sitios 19 hibridacién

— a— pu—
PCR: amplificacion
v De fragmentos de ADN ' 4
— — B—
ua—— -

Amplificaciéon Ausencia de amplificaciéon

Revelacion de
fragmentos de ADN por
«Q electroforesis »

A

Sitio de
hibridacién
del cebador

Polimorfismo
de sitios de
1 hibridacién

Cebador

+*

Figura 3.- Esquema de la técnica empleada en RAPDs.

2.4.1.2 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Esta técnica fue propuesta por KeyGene (Holanda), una empresa de biotecnologia
que adquirio los derechos de propiedad de esta tecnologia (Vos y col., 1995).

Los AFLPs es una combinacion de las tecnologias de RFLP y de PCR, es un
método muy sensible para caracterizar el ADN de cualquiera que sea su origen y
complejidad, se puede aplicar con ADN gendémico total o con ADNc (ADN

complementario).

La técnica de AFLP detecta polimorfismos generados por cambios (de presencia o
tamano) en los sitios de restriccion o en los adyacentes a éstos. Se pueden usar
diferentes enzimas de restriccion (Figura 4). Distintas combinaciones de
nucleotidos preselectivos y selectivos aumentaran la probabilidad de encontrar

polimorfismos utiles: A mayor numero de bases selectivas, menor deteccion de
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polimorfismo, las bandas se registran, generalmente, como presentes o ausentes,
en funcion del espesor de la banda, se pueden detectar bandas heterocigdticas y

homocigoticas, aunque no siempre los resultados son confiables.

La base molecular de los polimorfismos de AFLP generalmente se origina en los
nucledtidos. Se detectan cambios de un solo nucledtido cuando: (1) se afectan los
propios sitios de restriccidn; y (2) se afectan los nucledtidos adyacentes a los sitios
de restriccion, lo que hara que los cebadores hibriden errobneamente en el extremo

3’ impidiendo la amplificacion.

La mayoria de los marcadores de AFLP son de tipo monoalélico, o que significa
que solo se podra registrar un alelo porque su alelo complementario no se detecta.
Aunque es poco frecuente, se pueden identificar marcadores bialélicos como

resultado de pequefias inserciones o deleciones en los fragmentos de restriccion.

La tecnologia de AFLP puede aplicarse a cualquier muestra de ADN, lo que le da
el potencial de convertirse en un sistema universal para la caracterizacion de ADN.
En el Cuadro 2 se muestran las caracteristicas de dicho marcador molecular.

Debido a la naturaleza de los cebadores de AFLP, los marcadores obtenidos son
sumamente confiables y sdélidos, y no son afectados por las pequefas variaciones
del proceso de amplificacion. Una “huella identificadora” caracteristica de AFLP
contiene entre 50 y 100 fragmentos amplificados, muchos de los cuales pueden

servir como marcadores genéticos.

La generacién de perfiles de trascripcion de AFLP con ADNc es una herramienta
eficaz para identificar los ARNm expresados diferencialmente. Esta herramienta
tiene ventajas que pueden ser utiles para descubrir genes en el germoplasma
(Youssefy col., 2011).
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ASPNAY

Digestién con dos enzimas
de restriccion ‘

[ Ligacién de adaptadores ] ¢

Preamplificacién:
Cebadores= adaptadores + 1 base ‘
] HENE el = |
Amplificacién selectiva:
Cebadores= adaptadores + 1+2 bases ¢
o i O |
jmy = = =
jm = = =
O | O |
Perfil AFLP

Figura 4: Esquema de la técnica empleada en AFLPs.

2.4.1.3 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Los ISSRs son un tipo de marcador genético que nos permite obtener los niveles
de variacion en las regiones microsatélite que se encuentran dispersas en varios
genomas, particularmente el nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en
tandem simples como (CT) 6 (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del
genoma nuclear eucarionte (Figura 5). Los motivos repetidos, llamados también

SSRs (simple sequence repeats) pueden ser penta, tetra, tri y dinucledtidos.

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por (PCR) a partir de la
presencia de un oligonuclettido o cebador complementario a un microsatélite,
disefiado para unirse a los motivos repetidos de di y trinucledtidos (evitando los
mononucleotidos presentes en el cloroplasto). En ocasiones es posible agregar a
esta secuencia un par de nucleotidos extras arbitrarios en el extremo 3’ o0 en el &',
que jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que la amplificacion inicie
siempre en el extremo 5’0 en el 3’ del microsatélite, respectivamente (Zietkiewicz y
col., 1994; Bornet y Branchard, 2001; Pradeep y col., 2002).

El polimorfismo entre individuos de la misma poblacidon puede detectarse, ya que
el analisis es sensible a la presencia/ausencia del elemento gendmico reconocido

por el cebador y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada (Zietkiewicz
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y col., 1994). En el Cuadro 2 se muestran las caracteristicas de dicho marcador

molecular.

—— NN(CA)n
——> (CA)n
(CANNN

NNNNNNNCACACACACACANNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGTGTGTGTGTGTGTGNNNNNN
NNNNNNNGTGTGTGTGTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNACACACACACACACACNNNNNN
(CA)NNN
Gel con productos de (CA)n -—
diferentes cebadores NN(CA)n €——
H

Figura 5.- Esquema de la técnica empleada en los ISSRs.

Las bandas de ISSRs son consideradas marcadores dominantes. La presencia de
la banda representa el genotipo dominante (homocigoto o heterocigoto), mientras
que su ausencia representa el genotipo homocigoto recesivo. Se asume que
existen dos alelos por locus.

La ausencia de una banda puede deberse a varios factores: La no existencia de
un sitio de union completo al primer debido a una mutacion, rearreglos
estructurales en el cromosoma durante la meiosis, inserciones o dilecciones
suficientemente grandes como para aumentar o disminuir el tamafio de la banda,

de manera que se identifica como un locus diferente.

Los ISSRs pueden ser utilizados como marcadores en la resolucién de multiples
problemas biologicos. Los polimorfismos que presentan, ademas de su
heredabilidad, permiten aplicarlos en la identificacion de individuos, distincion de
variedades intraespecificas (particularmente en especies con importancia
econdmica), identificacion de paternidad y maternidad, mapeo genético,
evaluacion de diversidad y subdivision genética en poblaciones, reconstrucciones
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filogenéticas, introgresion e hibridizacion, y distincion de individuos con origen
clonal y sexual (Zietkiewicz y col., 1994; Wolfe, 2000; Pradeep y col., 2002).

2.4.1.4 ISTR (Inter Sequence-Tagged Repeat)

La técnica ISTR esta basada en la deteccidn de polimorfismo asociado a la
insercion de retrotrasnposones en el genoma, lo que crea conexiones nuevas
entre el ADN gendmico y las secuencias altamente especificas que se encuentran
limitando en ambos extremos a esos elementos transposables, los cuales para
insertase en el genoma requieren la sintesis de una molécula de ADN a partir de
una de ARN, que sirve de molde (Lightbourn y Villeux, 2003).

Los transposones (TEs) son fragmentos de ADN que pueden pasar de un
cromosoma a otro sin una etapa de existencia independiente (Figura 6). Los
descubrié Barbara Mc Clintock (1950), en el genoma del maiz.

Son elementos del genoma del maiz que tenian la capacidad de movilizarse
favoreciendo la aparicion de determinados fenotipos. En algunos casos se rompe
el cromosoma y se insertan en otro lugar; otras veces, el fragmento original
permanece en su sitio y una copia se inserta en otro lugar. Otras veces, se copian
primero en ARN vy, a través de una transcriptasa inversa, producen ADN que se
inserta en un cromosoma. Cuando cambian de posicién y abandonan el lugar en el
que estaban, en ese sitio, se produce una delecidn o pérdida de bases. Si el
elemento transponible estaba insertado en el interior de un gen, puede que se
recupere la funcion de dicho gen

De igual forma, si el elemento genético movil al cambiar de posicidon se inserta
dentro de un gen se produce una adicion de una gran cantidad de nucledtidos que

tendra como consecuencia la pérdida de la funcion de dicho gen.

Por consiguiente, los elementos genéticos transponibles producen mutaciones.
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En bacterias existen dos tipos de elementos genéticos moviles:

Transposon Simple Secuencia de Insercion o Elemento de Insercion (1S):
los transposones simples contienen una secuencia central con informacién

para la proteina transposasa

Transposon Compuesto (Tn): contiene un elemento de insercion (IS) en
cada extremo en y una region central que ademas suele contener
informacion de otro tipo. Por ejemplo, los factores de transferencia de
resistencia (RTF), poseen informacidon en la zona central para resistencia

a antibidticos (cloranfenicol, kanamicina, tetraciclina, etc.).

Transposones en mamifero se conocen tres clases de secuencias que son

capaces de transponerse o cambiar de posicion a través de un ARN intermediario:

Retrovirus enddgenos: semejantes a los retrovirus, no pueden infectar
nuevas células y estan restringidos a un genoma, pero pueden
transponerse dentro de la célula. Poseen largas secuencias repetidas en
los extremos (LTR), genes env (con informacién para la proteina de la
cubierta) y genes que codifican para la transcriptasa inversa, como los

presentes en retrovirus.

Retrotransposones o0 retroposones: soélo contienen genes para la

transcriptasa inversa y pueden transponerse.

Retropseudogenes: carecen de genes para la transcriptasa inversa y por
consiguiente son incapaces de transponerse de forma independiente,
aunque si pueden cambiar de posicién en presencia de otros elementos

moviles que posean informacion para la transcriptasa inversa.
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Los retrotransposones son elementos que se transponen mediante ARN, donde
participa la transcriptasa inversa (Figura 6). Existen dos tipos de super familias,
viral y no viral. En la super familia viral es donde se incluyen los retrovirus y los

retrotransposones derivados de éstos o emparentados con ellos. (Rhode, 1996).

Los retrovirus son virus de ARN de cadena sencilla que pueden fabricar copias de
ADN a partir de su ARN a través de la enzima transcriptasa inversa. El genoma
de ARN de los retrovirus acaba en repeticiones directas y el proceso de
retrotranscripcion los convierte en repeticiones terminales largas (LTR), parecidas
a repeticiones invertidas de los transposones. Estas LTR permiten que el ADN

lineal funcione como un transposon y se inserte en el genoma huésped.

De acuerdo a Havecker y col., (2004) el mecanismo de movilidad que realizan los
diversos retrotransposones LTR es similar (Figura 6). Los retrotransposones
transcriben un RNA, a partir del gen gag (que codifica las proteinas estructurales
que forman las particulas tipo virus VLP (virus-like particle), por medio de la RNA
polimerasa |l codificada celularmente a partir de un promotor localizado dentro en
extremo 5’ LTR. El RNA es traducido en el citoplasma para originar las proteinas
de la VLP y llevar a cabo la transcripcion inversa y la integracion. Generalmente
dos moléculas de RNA se empaquetan en una VLP y subsecuentemente el RNA
es copiado, de manera completa, en un cDNA a través de una reaccion de
transcripcion inversa, que es iniciada a partir de un tRNA que se acomoda en una

secuencia cercana a 5'LTR (sitio primer-binding).

Se han encontrado hasta el momento miles de copias de retroelementos, es decir
TEs que se transponen a partir de RT en el genoma de los eucariotas. Entre estos
elementos hay varias colecciones de aquellos que poseen LTRs (es decir,
pertenecientes a las familias Ty1 copia-like y Ty3 gypsy-like de
retrotransposones), éstos elementos han sido especialmente exitosos en la
colonizacion de cromosomas de las plantas superiores y constituyen en algunas

especies hasta el 80% de su genoma (Feschotte y col., 2002; Kalendar y col.,
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2004). SanMiguel y Bennetzen (1998) reportan este hecho con relacion a la
evolucion del maiz y el sorgo a partir de un ancestro comun hace mas de diez
millones de afos. Estos autores afirman que la diferencia en el tamano de los
genomas de ambas especies, determinado en picogramos por citometria de flujo
(4.9 a 5.5 pgenmaizy 1.6 a 1.8 pg en sorgo) son debidas a la insercidén de estos
elementos transponibles a lo largo de la cadena de su ADN gendmico.

Los ISTR utilizan la propiedad de los elementos repetidos en las regiones
terminales de los retrotransposones de los cuales se generaron, estos elementos
LTR son una herramienta muy apropiada para el estudio de la biodiversidad
geneética, la evolucion del genoma, mutacion de los genes y su expresion. Sin
embargo, aun es escasa la informacién con la que se cuenta, respecto a la
secuencia de estos retrotransposones y sus LTRs debido a la variedad con que se
encuentran en los organismos, lo que en ocasiones dificulta su utilizaciéon. En un
estudio realizado en el genoma de la manzana, fueron encontrados 31 diferentes
genes para transcriptasa inversa (RT) en retrotransposones Ty1-copia-like. De
esos genes, 19 mostraron extrema heterogeneidad en términos de longitud de los
fragmentos, composicion en pares de bases y marco de lectura abierto (Zhao y
col., 2007 b).

Los elementos méviles, han modificado el genoma de los organismos a través del
tiempo de diversas maneras. De modo particular en plantas y mamiferos, los
retrotransposones constituyen grandes fracciones de su genoma y han dado forma
tanto a sus genes como a sus genomas enteros. Debido a que sus hospederos no
pueden controlar el movimiento de estos elementos, la expansion de los
retrotransposones ha sido acumulativa durante la evolucion de las especies. En la
actualidad, estos elementos se han convertido en una herramienta util para el
estudio de los genomas y su evolucidn (Kazazian, 2004).

Las propiedades de los marcadores basados en secuencias de retrotransposones,
o bien en los LTR que los flanquean, pueden ser usadas en combinacion con otros
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marcadores menos especificos para incrementar la precision de lo que se busca.

En el Cuadro 2 se muestra las caracteristicas de dicho marcador molecular.

5 1 ransposon 5 Retrotransposon
» ] | . ] l
Muestra ADN Muestra ADN
\ Transcripcion
|
Corte porel !
transposon ARN

Transcripcion
Inversa

:]<— Intermediarios de ADN —%:‘

B

Recombinacién

ADN Objetivo

L4

Recombinacion

ADN Objetivo

Figura 6.- Esquema de la técnica empleada en ISTRs.

Las aplicaciones practicas de ISTRs estan aparentemente centuplicadas y pueden
recorrer (en el campo de las plantas) desde la determinacion general de la
biodiversidad, la caracterizacion de especies silvestres, manejo de banco de
genes, estudio sobre la genética de poblaciones, huellas de variedad para su
identificacion siguiendo la introgresion de genes, estudios sistematicos hasta una
posible seleccion asistida por marcadores cosegregantes con caracteres
deseables. Los ISTR pueden tener un valor potencial para identificar cruces
ilegitimos, ya que permiten seguir la introgresién de loci genéticos en un material

hibrido (Osorio y col., 2006).
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Cuadro 2.- Comparacion de marcadores moleculares.

Caracteristicas RAPD AFLP ISSR ISTR

Principio Amplificacion Amplificacion Amplificacion Amplificacion
(PCR) (PCR) (PCR) (PCR)

Polimorfismo Moderado Moderado Moderado Alto

Dominio Dominante Dominante Dominante Dominante

Facilidad de Facil Moderado Facil Facil

desarrollo

Reproducibilidad Baja De media a Alta Alta

Alta
Costo Barato Caro Barato Barato

2.5 Diversidad genética en camote de cerro

Por diversidad genética se entiende la variacion del genoma dentro de cada
especie. Esto abarca poblaciones determinadas de la misma especie o la

variacion genética de una poblacion.

La diversidad genética representa la variacion heredable dentro y entre
poblaciones de organismos eucariontes. Esencialmente, depende de las
variaciones en la sucesion de los cuatro pares fundamentales con que se
constituyen el cdédigo genético, teniendo en cuenta que en los organismos
eucariontes solo una pequena parte (frecuentemente menos de 1%) del material
genético se expresa exteriormente en la forma y en el funcionamiento del

organismo.

La frecuencia de genes dentro de las poblaciones totales es la resultante de la
seleccion natural, y a su vez, es la determinante de la evolucion de las
poblaciones. La importancia de la variacion genética se resume diciendo: permite
los cambios evolutivos sobre la base de una reproduccion selectiva (Figura 7).

Su importancia se aprecia en la domesticacion. Los agricultores y criadores de
plantas y animales seleccionan de esa diversidad las caracteristicas genéticas que

les permiten obtener las mejores cosechas y crias.
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En sintesis el mantenimiento de la diversidad importa: En el uso actual y potencial
de elementos de la diversidad biolégica como recursos biolégicos, en el
mantenimiento de la bidsfera en un estado que sostiene a la vida humana y en el
mantenimiento de la diversidad bioldgica en si, en particular de todas las especies

que viven actualmente.

Asi entonces la diversidad genética puede ser clasificada de acuerdo con el
manejo de la variabilidad en:

Silvestre: Las poblaciones naturales poseen un alto grado de diversidad genética
garantizado por la condicion silvestre de maduracién de los individuos femeninos y
las masculinas (por la presencia de un factor de auto incompatibilidad genética,
todo lo cual promueve una reproduccion cruzada o alogamica).

Cultivada: La diversidad genética de muchos organismos cultivados si bien
genéricamente debe disminuir por la seleccion de solo unos pocos individuos que
muestran los caracteres "deseados", en muchos casos es aun mayor que aquella
de las poblaciones silvestres porque es el resultado de una domesticacion
enriquecedora de las distintas especies y sus hibridaciones.

Clase Factor Tipo
( ( Mutacion
Recombinacién
genética
Migracion
Deriva genélica
Reproductiva
DIVERSIDAD Natural < Seleccién
y/o Competitiva
GENETICA < Inducida Hibridizacion
Orogréfica
Climéticas
\ Bareras Fisicas
Genéficas
Ingenieria
K genética

Figura 7.- Factores determinantes de la diversidad genética.
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En base a lo anterior, la diversidad de Dioscorea (silvestre) se ve aumentada por
la domesticacion del cultivo en varios paises (Mignouna y Dansi, 2003). No
obstante el grado de diversidad genética de muchas especies de Dioscorea y sus
relaciones genéticas aun no ha sido totalmente estudiado. Los intentos de
caracterizar el camote de cerro utilizando los caracteres morfologicos (Hamon vy
Toure, 1990), isoenzimas (Dansi y col., 2000) y marcadores moleculares no han
dado resultados concluyentes debido al alto grado de variabilidad de este cultivo
(Tamiru y col., 2007).

Algunas de las mas importantes variaciones morfolégicas pueden ser el resultado
de las diferencias en s6lo unos pocos genes (Bradley y McLaughlin, 2007),
observaciones que han sido apoyadas por estudios que muestran la ocurrencia de
un alto grado de diversidad genética, tanto en especies de Dioscorea de origen
silvestre como cultivadas del sur de Etiopia y especies cultivadas en Africa
Occidental, como D. alata, L., D. bulbifera L., D. cayenesnis L y D. rotundata Poir
(Tamiru y col., 2007).

En México el camote de cerro, se distribuye principalmente en Veracruz, Jalisco,
Michoacan, Oaxaca, San Luis Potosi y Guanajuato. Desde tiempo precolombino
estos tubérculos han sido recolectados, cocidos y consumidos como alimento por
los habitantes de la region y en la actualidad, es frecuente encontrar personas que
lo venden en forma cruda o cocida, debido a que esta planta no es cultivada, la
gran aceptacion de su tubérculo esta poniendo en riesgo la diversidad genética de
las zonas, por lo tanto, conocer la variabilidad genética del camote de cerro,
permite apoyar estrategias de mejoramiento y conservacion de este recurso
fitogenético (Guizar y col., 2008).

2.6 Micropropagacion in vitro en Dioscorea
La propagacién de plantas in vitro es una técnica muy utilizada en cultivos de

importancia econdémica. Permite cultivar células, tejidos, organos, semillas,

embriones y obtener individuos selectos en forma rapida. Los cultivos son
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realizados por personal especializado en medios especificos (hormonas,
minerales, vitaminas, fuente de carbono, agente gelificante, agua, etc.) y
condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad y luz). Una vez
ajustados los protocolos para la especie o cultivo de interés, es posible
automatizar el proceso para llevarlo a mayor escala de produccion (Mufioz de
Malajovich, 2006).

La micropropagacion (propagacion clonal por cultivo in vitro) constituye uno de los
meétodos biotecnoldgicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la
agricultura, ya que se utiliza en la produccion masiva de especies horticolas,
aromaticas, medicinales, fruticolas, ornamentales y forestales. Entre las ventajas
de la micropropagacion se pueden mencionar (Pierik, 1987): Posibilita incrementar
rapidamente nuevos materiales, permite controlar las condiciones ambientales,
debido a su independencia de los mismos (luz, temperatura y humedad
controlada), permite estudiar diversos procesos fisiologicos, evita el riesgo de
contaminacion con patogenos, ya que se realiza en medios esterilizados, se
pueden obtener gran cantidad de individuos en espacios reducidos, permite la
obtencion de individuos uniformes y facilita el transporte del material.

Dioscorea spp. se reproduce principalmente de forma vegetativa mediante el
fraccionamiento de los tubérculos, siendo la principal causa de poca disponibilidad
de material de siembra, ya que solo se dispone de material silvestre debido a las
personas que se encargan de colectarlo desmedidamente para su consumo. El
empleo de métodos biotecnoldgicos para lograr volumenes considerables de
plantas seleccionadas y poder establecer plantaciones mejoradas a corto plazo, es
una alternativa que debe ser mas explotada en esta especie.

La micropropagacion en el cultivo de Dioscorea ha estado dirigida, a nivel mundial,
basicamente para solucionar problemas de enfermedades virales (Lebas, 2002;
Gonzalez, 2006). Sin embargo, los protocolos desarrollados para la
micropropagacion en Dioscorea cayenensis y D. rotundata se han caracterizado
por el empleo de medios de cultivo semisdlidos y por la utilizacién de frascos de
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cultivo de tamano convencional, lo cual restringe las posibilidades de la

automatizacion de la multiplicacion (Malaurie y col., 1995; Ondo y col., 2007).

Los primeros trabajos sobre micropropagacion in vitro de Dioscorea con empleo
de segmentos nodales fueron desarrollados a partir de la década de los afios 70
por Ammirato (1976), y Mantell y Haque (1977). Posteriormente fue realizado por
primera vez en el IITA (Instituto Internacional de Agricultura Tropical) de Nigeria
(Ng y Hahn, 1985) buscando la conservacion in vitro de germoplasma de
Dioscorea. Hanson (1986) utiliz6 manitol 0,2 M (3,6%) como retardante del
crecimiento adicionado en el medio de cultivo, logrando con éxito la conservacion

in vitro de apices de D. rotundata.

En Jalisco, se han desarrollado metodologias de micropropagacion masiva, para
las especies Dioscorea sparsiflora Helms y Dioscorea remotiflora (Bernabé-
Antonio y col., 2012), esto para el comienzo de programas de conservacion de
dichas especies, asi como la contribucion de seleccién de genotipos ideales para
los consumidores y la deteccion de variaciones genéticas existentes a nivel in vitro

como ex Situ.
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Il HIPOTESIS
Al menos un marcador molecular: RAPD, ISSR, AFLP e ISTR puede determinar
variabilidad intra e interespecifica en accesiones colectadas del género Dioscorea
spp. en el occidente de México.

IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Caracterizar molecularmente por medio del marcador RAPD, ISSR, AFLP e ISTR
las colecciones de germoplasma de camote de cerro Dioscorea spp. del estado de
Jalisco para evaluar la variabilidad genética intra e interpoblacional.

4.2 Objetivos Particulares:

1. Evaluar protocolos de extraccion de ADN para las especies de
Dioscorea de la region.

2. Comparacion de informacidn generada por marcadores moleculares
dominantes (RAPD, ISSR, AFLP e ISTR).

3. Caracterizar molecularmente las poblaciones que se mantienen tanto
ex vitro como in vitro.
Caracterizar morfolégicamente las accesiones ex vitro.
Estimar la variabilidad intra e interespecifica encontrada a nivel

molecular.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de trabajo

Este trabajo se desarroll6 en el Centro Universitarios de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias (CUCBA), de la Universidad de Guadalajara (U de G), ubicado en
Nextipac, Jalisco. El CUCBA esta situado a 20°45°'N y 103° 31°0, con una altitud
de 1650 m.

5.2 Colecta de material vegetal

Para la obtencion del material vegetal se realizaron colectas de tubérculos de
Dioscorea en las localidades de Acatic, Chapala, Cocula, Ixtlahuacan de los
Membrillos, Ixtlahuacan del Rio, Manzanilla de la Paz, San Antonio (Chapala), San
Gabriel, Zapotlanejo, Ahuacapan (Autlan), San Martin Hidalgo (Cuadro 3) (Figura
8).

Cuadro 3. Ubicacién geografica de las poblaciones colectadas para el presente

trabajo.
N° Nombre de la Ubicaciéon Regién de Accesiones
correspondiente localidad Jalisco por localidad
en la figura 7
1 Acatic 20°52°16.1°N, Altos 5
102°54°24.1°°0
2 Chapala 20°18°24"'N, Ciénega 5
103°11°39.917°0
3 Cocula 20°28'19'N, Valles 5
103°46°8.84°0
4 Ixtlahuacan de los 20°21°14.5°N, Centro 5
Membrillos 103°14°27.47°0
5 Ixtlahuacan del Rio 20°59°1'N, Centro 12
103°11°1.94°0
6 Manzanilla de la 20°3"16.1'N, Sureste 10
Paz 103°3'2.4°0
7 San Antonio 20°19°18"'N, Ciénega 12
(Chapala) 103°13°17.90"°0
8 San Gabriel 19°43°57.04"'N, Sur 12
103°43°52°0
9 Zapotlanejo 20°33'8.6"'N, Centro 12
103°0°22.8"°0
10 Ahuacapan (Autlan) 19°39°54.37'N, Costa Sur 12
104°19°26.09°°0
11 San Martin Hidalgo 20°22°16.7°N, Valles 10

103°58'49.3°0
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Figura 8.- Sitios de colecta de las poblaciones naturales de Dioscorea spp. en 11
localidades de Jalisco.

Después de la colecta en campo, el material vegetal se conservé en el laboratorio
en bolsas de papel, a la sombra y a temperatura ambiente hasta la generacion de
brotes.

5.2.1 Establecimiento del camote de cerro en vivero

En junio de 2009, las plantas de camote de cerro fueron crecidas a partir de 200 g
de segmentos de tubérculos en etapa de brotacion en un sustrato formado de 30%
de jal y 70% de tierra de hoja (agregando a la mezcla 2 kg de vermicomposta)
sobre cajas de plastico negras de 60x40x25 cm (largo x ancho x altura) en un
vivero con malla sombra al 50% ubicado en el CUCBA. A cada contenedor se le
colocé rafia como tutor ya que las plantas son de habito trepador. Antes y después
del temporal de lluvias, las plantas se regaron dos veces por semana. La
fertilizacion se llevd a cabo cada semana agregando nitrégeno, fosforo y potasio a
una proporcion de 20-10-20 (Scott Petters®) y una dosis de 5 g/L, aplicando 50
mL de la solucion por contenedor; a partir del mes de agosto hasta noviembre, se
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fertilizo una vez por mes con 5 g de nitrato de calcio granulado por contenedor. Se
realizaron podas periddicas manteniendo las plantas a una altura aproximada de 2

m. Los tubérculos se cosecharon manualmente en enero de 2010.

5.2.2 Conservacioén y propagacion del material vegetal in vitro

Para conservar y propagar el camote de cerro in vitro se utilizé material vegetal de
una coleccion perteneciente al Laboratorio de Cultivo de Tejidos del CUCBA,
proveniente de las mismas localidades de colecta del material ex situ (Cuadro 4).

Cuadro 4. Accesiones de camote de cerro cultivadas in vitro.

N° Nombre de la Especie Regién de Accesiones por
correspondiente localidad Jalisco localidad
en la figura 7

1 Acatic D. remotiflora Altos 5

2 Chapala D. sparsiflora Ciénega 5

3 Cocula D. sparsiflora Valles 5

4 Ixtlahuacan de los D. sparsiflora Centro 5
Membrillos

5 Ixtlahuacan del Rio D. sparsiflora Centro 5

6 Manzanilla de la Paz  D. sparsiflora Sureste 5

7 San Antonio D. sparsiflora Ciénega 5
(Chapala)

8 San Gabriel D. sparsiflora Sur 5

10 Ahuacapan (Autlan) D. sparsiflora Costa Sur 5

11 San Martin Hidalgo D. sparsiflora Valles 5

Se realizaron transferencias mensuales llevando a cabo la conservacion del
material vegetal in vitro por medio de proliferacion de yemas axilares de la
siguiente manera: se utilizaron como explantes, segmentos de brotes de cada uno
de los materiales; bajo campana de flujo laminar, los explantes se transfirieron a
frasco de vidrio con tapa de plastico autoclavable no hermética conteniendo 25 mL
de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) estéril con 2 mgL de cinetina
(KIN) como regulador de crecimiento para inducir la brotacion de yemas axilares.
Los cultivos se incubaron a 27°C con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad
y una intensidad luminica de 1500 lux.
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5.3 Extraccion de ADN genémico

Los trabajos de estandarizacion de la extraccion de ADN en camote de cerro se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Marcadores Moleculares del Instituto de
Manejo y Aprovechamiento de Recursos Fitogenéticos (IMAREFI).

Cada muestra se trabajo de manera individual. Para la extraccion de ADN se
probaron los métodos reportados por Keb-Llanes y col. (2002) y Cota-Sanchez y
col., (2006). Las diferencias entre estos métodos de extraccion fueron el acido
ascorbico, el Dodecisulfato Sédico (SDS) y el Betamercaptoetanol (BME). El acido
ascorbico es un antioxidante que tiene la capacidad de proteger directamente a la
molécula de ADN, el SDS es un detergente que rompe las paredes y membranas
celulares donde es mas facil obtener el ADN y el BME reduce los enlaces disulfuro
y actua como antioxidante. Las diferencias entre ambos métodos de extraccion se

mencionan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Comparacion de los métodos de extraccion utilizados en este estudio.

Método reportado por Keb-Llanes y col., Método reportado Cota-Sanchez y col., 2006
Lisis celular: trituradgtz:%zn N2 liquido Lisis celular: triturado con N2 liquido
Cantidad de tejido: 0.350 g Cantidad de tejido: 0.500 g
Buffer de lisis: a base de CTAB, TRIS EDTA, Buffer de lisis: a base de CTAB, TRIS, NaCl,
BME, ac. Ascorbico, PVP y SDS EDTA, PVP
Precipitacion de proteinas: en bafio Maria a Precipitaciéon de Proteinas: en bafo Maria
65°C x 10 min 55°Cx2h
Precipitacion del ADN: con isopropanol Precipitacion de ADN: con isopropanol

Lavado y precipitacion de ADN: Etanol al Lavado y precipitacion de ADN: Etanol al

70%, acetato de potasio 5M 70%, acetato de sodio 3M
Resuspension del ADN: en T.E 100 yL Resuspension del ADN: en T.E 100 pL
Almacenamiento: a -20°C Almacenamiento: a -20°C

Se realizaron dos repeticiones de la extraccion con cada método y posteriormente
se verifico la calidad y la concentracion de ADN obtenido, utilizando los métodos
de electroforesis en gel de agarosa al 1% y espectrofotometria con lecturas de
absorbancia a 240, 260 y 280 nm; donde la lectura a 240 nm mide concentracion
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de carbohidratos mientras que la relacion entre las lecturas 260 y 280 nm estiman
la calidad de ADN. Se aplico la siguiente férmula para determinar la concentracion
a partir de las lecturas de espectrofotometro:

ConcADN <Z—‘Z> = [D0y¢ x factor dilucién x 50ug/ml ]1/1000

Donde el factor dilucion fue 1:100 y el término 50 pyg/mL es debido a que una
densidad optica a 260 nm, (DO260)=1 corresponde a una concentracion de 50
microgramos (ug) por microlitro (uL) de ADN.

Con las lecturas espectrofotométricas obtenidas de cada muestra, se hizo una
comparacion estadistica, consistente en un analisis de varianza y analisis de

diferencia minima significativa utilizando el programa estadistico Statgraphics.

5.4 Pruebas de eficiencia de marcadores moleculares dominantes.

El analisis del genoma vegetal, usando marcadores moleculares dominantes, no
permite discriminar entre homocigotos dominantes y heterocigotos para un loci
particular, por lo que la estimacion de las frecuencias alélicas que permiten los
estudios de diversidad genética, se debe hacer de manera indirecta, asumiendo
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para el inicio de un estudio de diagndstico, cuando no se cuenta con informacion
de marcadores codominantes, que pueden permitir el conteo directo de
heterocigotos, una estrategia accesible, son los marcadores aleatorios
dominantes, que basan su deteccion en secuencias azarosas del genoma
(RAPDs, AFLPs), o bien en secuencias relativas a regiones particulares pero que
no han sido secuenciadas completamente (ISTRs, ISSRs). Actualmente, se cuenta
con reportes de comparacion del uso de marcadores codominantes y dominantes,
que indican la confiabilidad de éstos ultimos en la determinacién de variabilidad y
diversidad genética (Aagaard y col., 1997; Sarwat y col., 2008).
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En el presente trabajo se utilizaron marcadores dominantes para determinar la
eficiencia de los mismos en la deteccion de polimorfismo y por ende, variabilidad

genética en camote de cerro.

5.4.1 Deteccién de los marcadores RAPD por medio de la amplificaciéon por
PCR

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 un volumen final de
mezcla de reaccion de 25 L, la cual contenia regulador PCR 1X, MgCl; 10 mM,
1.5 yM de cada cebador, dNTPs 0.5 mM, 2 ng de muestra de ADN y 0.1 U de Taq

Polimerasa Promega®.

La amplificacién del ADN se hizo utilizando el termociclador de marca TECHNE
con capacidad para 96 muestras. El estudio se realizé utilizando los cebadores
seleccionados previamente (Cuadro 6). El programa utilizado para la reaccién en
cadena de la polimerasa, consistié en un ciclo de desnaturalizacion de 3 min a 94
°C, seguido de 45 ciclos de 1 min a 94 °C (desnaturalizacion del ADN), 2 min a 36
°C (alineamiento del cebador al ADN) y 2 min a 72 °C (extension de fragmento de
ADN), luego un periodo de extension de 10 min a 72 °C. Finalmente las muestras

se mantuvieron a una temperatura de 4 °C.

Los productos de amplificacion fueron separados en geles de agarosa al 1.5% y

visualizados con luz ultravioleta utilizando tinciéon con bromuro de etidio.

5.4.2 Deteccion de los marcadores ISSR por medio de la amplificacién por
PCR

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 un volumen final de
mezcla de reaccion de 20 L, la cual contenia regulador PCR 1X, MgCl,; 2.5 mM,
0.8 uyM de cada cebador, dNTPs 0.25 mM, 4 ng de muestra de ADN y 0.05 U de

Taq Polimerasa Promega®.
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La amplificacién del ADN se hizo utilizando el termociclador de marca TECHNE
con capacidad para 96 muestras. El estudio se realizé utilizando los cebadores
seleccionados previamente (Cuadro 6). El programa utilizado para la reaccién en
cadena de la polimerasa, consistié en un ciclo de desnaturalizacion de 3 min a 95
°C, seguido de 40 ciclos de 45 s a 95 °C (desnaturalizacion del ADN), 45 s a 52 °C
(alineamiento del primer al ADN) y 1 min 30 s a 72 °C (extension de fragmento de
ADN), luego un periodo de extension de 10 min a 72 °C. Finalmente las muestras
se mantuvieron a una temperatura de 4 °C. Los productos de amplificaciéon fueron
separados en geles de agarosa de alta resolucion (BIO-RAD®) al 1.3% vy

visualizados con luz ultravioleta utilizando tinciéon con bromuro de etidio.

5.4.3 Deteccidon de los marcadores AFLP por medio de la amplificacion por
PCR

Para la aplicacibn de la técnica de AFLPs utilizamos un kit
(Invitrogen, Life Tecnologies, Kit de AFLP® Ligacion y preselective de
amplificacion para los genomas de plantas).

Este marcador requiere un ADN gendmico altamente puro (300 ng), el cual se
digirié simultaneamente con 2.5 unidades de EcoRl y Msel, cada uno en un buffer
de reaccion 5X (Tris HClI 50 mM, pH 7.5, 50 mM de Mg-acetato, 250 mM de K-
acetato) en un volumen de reaccion de 25 pL se incuba a 37 °C durante cuatro
horas, después se realizd la ligacibn de adaptadores de EcoRIl y Msel. El
adaptador de ADN-ligado se diluy6 y se pre-amplificd utilizando los cebadores
especificos a los del adaptador con una adicién selectiva de nucleétidos en el
extremo 3 '(cebador Msel adaptador especifico + C; EcoRI-cebador especifico de
adaptador + A) (Cuadro 6). La preamplificacion se llevé a cabo durante 20 ciclos,
cada ciclo consistié en desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, 56 °C durante 60 s,
y 72 °C durante 60 s. EI ADN preamplificado se diluy6 50 veces con agua estéril y
se utilizd como una plantilla para la amplificacion selectiva utilizando cebadores
EcoRl y Msel con tres nucleottidos selectivos en el extremo 3 '(EcoRIl + 3 N y Msel
+ 3 N). Los parametros de los ciclos para la PCR consistieron en desnaturalizacion
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a 94 °C durante 30 s, a 68 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s, seguido de un
protocolo de ciclos de toma de contacto en el que la temperatura de hibridacién se
redujo en 1 °C en cada ciclo. Este procedimiento se continué hasta que la
temperatura de alineacién alcanz6 56 °C. Por ultimo, la amplificacion se llevo a
cabo durante 23 ciclos a 94 °C durante 30 s, 56 °C durante 30 s, y 72 °C durante
60 s.

Los productos amplificados se separaron mediante geles de poliacrilamida 6% de
acuerdo con Sambrook y Russell (2001). Después de la electroforesis, los geles
se levantaron sobre papel cromatografico, cubiertos con una envoltura de plastico,
secados al vacio y las bandas se visualizaron por exposicién en una pelicula X-

Omat Kodak por diferentes periodos que oscilan entre uno o varios dias.

5.4.4 Deteccion de los marcadores ISTR por medio de la amplificacién por
PCR

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 un volumen final de
mezcla de reaccion de 20 yL, la cual contenia regulador PCR 1X, MgCl, 3 mM,
0.3 M de cada cebador, dNTPs 0.25 mM, 4 ng de muestra de ADN y 0.025 U de
Taq Polimerasa Promega®.

La amplificacién del ADN se hizo utilizando el termociclador de marca TECHNE
con capacidad para 96 muestras. El estudio se realizé utilizando los cebadores
seleccionados previamente (Cuadro 6). El programa utilizado para la reaccién en
cadena de la polimerasa, consistié en un ciclo de desnaturalizacion de 3 min a 95
°C, seguido de 40 ciclos de 30 s a 95 °C (desnaturalizacién del ADN), 1 min a 45
°C (alineamiento del primer al ADN) y 2 min a 72 °C (extension de fragmento de
ADN), luego un periodo de extension de 10 min a 72 °C. Finalmente las muestras

se mantuvieron a una temperatura de 4 °C.
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Los productos de amplificacidon fueron separados en electroforesis vertical en
geles de poliacrilamida al 6% y tefidos con sales de plata segun el protocolo de
Osorio y col. (2006).

Cuadro 6. Secuencia de los cebadores utilizados en este estudio.

Marcador Molecular Cebador Secuencia
RAPD 1 GGTGCGGGAA
2 GTTTCGCTCC
3 GTAGACCCGT
4 AAGAGCCCGT
5 AACGCGCAAC
6 ACGTGGAATG
ISSR 855 (AC)8(CT)C
864 (ATG)6
890 ACGACTACG(GT)7
812 (GA)8
888 BDB(CA)7
891 HVH(TG)7
ISTR F31/B31 GTCGACATGCCATCTTTC-F
ATTCCCATCTGCACCATT-R
F91/B1 ATATGGACTTAAGCAAGCCA-F
ATCAGGAAGGTCTGTAAAGC-R
F10/B1 ATATATGGACTTAAGCAAGCA-F
ATACCTTTCAGGGGGATG-R
AFLP AAC+CTA GATGAGTCCTGAGTAACAG
GATGAGTCCTGAGTCGTA CC
AAC+CAA GATGAGTCCTGAGTAACAG
GACTGCGTACCAATTCAC T

5.5 Analisis de datos moleculares

Se estimaron varios parametros para evaluar la eficiencia de los marcadores
moleculares RAPD, ISSR, AFLP e ISTR donde se calculd el contenido de
informacion polimorfica (PIC) usando la férmula de Roldan-Ruiz y col. (2000),
PIC = 2f;(1 - f;)) donde f; es la frecuencia de alelo amplificado y 1—fi es la
frecuencia de alelo nulo. La heterocigosidad por locus fue calculada de acuerdo a

la formula H, = 1 — p? — q% donde p? = f;. El promedio de heterocigosidad para
cada marcador fue calculada basado en H,,, = ZHe/L donde L= al total de bandas

detectadas. La relacion Multiplex fue calculada MR = L/T donde T= es el numero

de combinacion de cebadores. El indice del marcador (MI) se obtuvo multiplicando

el promedio de heterocigosidad por el Multiplex ratio: MI = H,,, X MR.
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Se identificé el numero de bandas polimoérficas en los geles obtenidos, con las
cuales se obtuvieron las matrices de presencia/ausencia para cada combinacion
de cebadores. Para calcular la similitud entre los materiales utilizados, se uso el
coeficiente de Jaccard, estimado como Sj= Vij/(vij+Wij+Xij) donde vij se refiere las
bandas en comun entre dos unidades taxondmicas operacionales iy j; wij es el
numero de bandas presentes en i y ausentes en j; y xij es el numero de bandas
presentes en j y ausentes en j. Cabe mencionar que este coeficiente mide la
proporcion de bandas entre dos unidades taxondomicas, excluyendo aquellas
ausentes en ambas unidades (Reif y col., 2004). Se realizé6 el analisis de
agrupamiento por el método UPGMA (Unweighted Paired Group Method Using
Aritmetic Averages) (Reif y col., 2004) contenido en el programa NTSYS 2.21
(Ronhlf, 2009) reportando los resultados de manera grafica en un dendrograma.

Se determin6 la estructura genética de las poblaciones usando el programa
STRUCTURE version 2 (Pritchard y col., 2000). Estos autores proponen el uso de
modelos Bayesianos basados en el analisis de agrupamiento; uno de los aspectos
mas relevantes en este tipo de estrategias, es en el analisis y definicion de grupos
y la ubicacion de cada uno de los individuos de dichos grupos. Aun cuando la
implementacion de los métodos de computo ha sido muy compleja, el principio es

relativamente sencillo.

Suponiendo que todos los individuos son parte de K poblaciones y representando
las frecuencias genotipicas de las poblaciones K por yk entonces la probabilidad
del individuo i/ provenga a la poblacion k que sera:

P(3)=PG/EkP D)

En donde xi se refiere a los datos correspondientes al individuo i. Si asignamos las
probabilidades para yK, es posible entonces calcular las probabilidades
posteriores con base en métodos Bayesianos, de que el individuo i pertenezca al
grupo k. Este método permite que los individuos puedan ser producto de una
mezcla entre dos o mas poblaciones. Esta aproximacion metodolégica usa

métodos de Montecarlo para estimar las frecuencias alélicas de cada una de las
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poblaciones (K) y la proporcion del genoma de cada individuo respecto a las
diferentes poblaciones (gK).

Los valores de diferenciacion genética se obtuvieron en términos de frecuencias
alélicas, estos valores van de 0 a 1 y a continuacion se describe la interpretacion
de los mismos: 0 = no diferenciacion <0.05 = diferenciacién pequefia 0.05 <y <
0.15 = diferenciacion moderada, 0.15 <y < 0.25 = diferenciacion grande, > 0.25 =
diferenciacion muy grande, 1= fijacion de alelos alternativos en diferentes
poblaciones o subpoblaciones (IPGRI, 2003).

Se realizé un analisis de correspondencia de matrices de similitud, basado en la
prueba de Mantel de los marcadores RAPD, ISSR, AFLP e ISTR. Esta prueba
evalua la correlacion entre las matrices de distancia; la significancia estadistica de
esta asociacion se mide por un procedimiento de asignacion al azar en la que el
orden de los elementos en una de estas matrices son permutados (Manly, 1997).
La prueba de correspondencia entre los diferentes marcadores se realizaron sobre
la base de 10,000 repeticiones al azar, utilizando el mdédulo de MXCOMP del
software NTSYS version 2.21 (Rohlf, 2009).

5.6 Caracterizacién morfolégica

Las mediciones de los caracteres morfologicos se llevaron a cabo en 100
accesiones pertenecientes a las localidades sehaladas en el Cuadro 3, estas
accesiones son las mismas que se usaron en los analisis moleculares. Los
caracteres fueron medidos de acuerdo al IPGRI, en donde fueron medidas las
caracteristicas del tallo maduro, hojas maduras, floracion, formacion, desarrollo y

posicion del fruto y sexo de la planta.

Para la caracterizacion morfologica de estos 100 individuos se midieron 32
variables recomendadas por Castillo (2007):

Caracteres para hoja:
* Posicion de las hojas maduras
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* Color de las hojas maduras

* Color de las nervadura de las hoja

* Color del borde de la hoja

* Pilosidad en el haz de la hoja madura
* Pilosidad en el envés de la hoja

* Forma de la hoja

* Forma del apice de la hoja madura

* Distancia entre I6bulos de la hoja

* Posicion mas ancha de la hoja madura
* Color de la punta de la hoja

* Pilosidad del peciolo de la hoja

Caracteres para flor:
* Floracién

* Posicion de la inflorescencia

* Tipo de inflorescencia

* Color de la flor

* Sexo de la planta

* Dias hasta floracion después del brote
* Numero de inflorescencia p/planta

* Longitud media de la inflorescencia

Caracteres para el fruto:
* Formacién del fruto

* Desarrollo del fruto

* Posicion del fruto

* Forma del fruto

* Pilosidad del fruto

* Ausencia/Presencia de semillas en el fruto
* Forma de la semilla

e Estructura del ala de la semilla
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Caracteres para tallo:
* Altura del tallo maduro

¢ Diametro del tallo maduro en cm

Caracteres para tubérculo:
* Peso del tubérculo

* Largo del tubérculo

La informacion derivada del analisis fenotipico de la planta, asi como de los
caracteres tanto cuantitativos como cualitativos con las 32 variables, se sometio a
un analisis de agrupamiento con base en el programa NTSYS version 2.21 (Rohlf,
2009). Adicionalmente se realizd un analisis de componentes principales (CP)
contenido en el mismo paquete estadistico NTSYS versidn 2.21, esto para
determinar las caracteristicas que tienen mayor valor descriptivo y que mejor

explican la variabilidad de la planta.

5.7 Identificacion taxonémica

Antes de completar el desarrollo fisiologico de las 100 accesiones, en el vivero
malla sombra, hojas, tallos e inflorescencias fueron herborizadas y se trasladaron
al herbario IBUG (Instituto de Botanica de la Universidad de Guadalajara), e
identificadas por el bidlogo Arturo Castro Castro. La clasificacion taxonomica de
las plantas que completaron su ciclo hasta la floracion, se realiz6 en los afios 2010
y 2011; se cortaron flores masculinas y femeninas, a partir de las cuales fueron
identificadas las especies.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comparacion de protocolos de extraccion de ADN en especies de
Dioscorea

Las metodologias de extraccion de ADN descritas fueron rapidas y sencillas. De
acuerdo con la comparacion de protocolos de extraccion, en la Figura 9 se
muestra la imagen de un gel de agarosa al 1% con los productos de extraccion de
los métodos utilizados. En ambos casos se muestra presencia de ADN. En las
muestras obtenidas con el método de Cota-Sanchez, se presentan algunos
contaminantes que no permiten considerar una calidad 6ptima del ADN; esto se
indica por el cociente obtenido de los datos de Densidad Optica ya que ninguno se
encuentra entre los valores de 1.8 y 2.0 reportados como valores optimos para
pureza (Valadez y Kahl, 2000).

Método de Keb-Llanes y col., 2002 Metodo de Cota-Sanchez y col., 2006

Figura 9.- Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Resultados obtenidos con el método
reportado por Keb-Llanes y el método reportado por Cota-Sanchez.

El analisis de varianza mostr6é diferencias significativas para concentracion de
ADN (DOzgp) asi como también en presencia de proteinas (Cuadro 7). La prueba
de diferencia minima significativa (LSD) (Cuadro 8) senald la significancia a favor
del método Keb-Llanes y col. (2002) para parametros de calidad, es decir
Densidad Optica a 280 nm. Debido a lo anterior, se eligid dicho método para
realizar las extracciones del ADN que se utilizé en el presente trabajo. La calidad
con que se obtuvieron los extractos de ADN, fue suficiente para realizar las
diluciones recomendadas para los protocolos de PCR de los marcadores

utilizados. Las lecturas espectrofotométricas de estas muestras fluctuaron entre
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1130 y 283 ng/uL. Tanto RAPD, ISSR, AFLP como ISTR requieren una

concentracion de 50 ng/uL.

Cuadro 7.- Resumen de analisis de varianza para parametros de calidad de ADN.

Indicador F P Variable
DO 240 nm 0.29 0.5953 Carbohidratos
DO 260 nm 8.84 0.0043**  Conc. de ADN
DO 280 nm 15.97 0.0020** Proteinas

**Altamente significativo
DO = Densidad o6ptica

Cuadro 8.- Prueba de diferencia minima significativa para parametros de calidad de
ADN.

PRUEBA LSD F P
Media DO280 con Keb-Llanes 0.0228 A
Media DO280 con Cota-Sanchez 0.0797 B

Prueba LSD, letras iguales significan medias iguales
Diferencia minima significativa (P<0.05)
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6.2 Comparacion de informacion generada por los marcadores moleculares
RAPD, ISSR, AFLP e ISTR

Para evaluar la eficiencia de

los marcadores moleculares RAPD, ISSR, AFLP e

ISTR se realiz6 un experimento utilizando 24 materiales ex vitro de camote de

cerro (Cuadro 9).

Cuadro 9.- Accesiones de Dioscorea utilizadas en la comparacién de marcadores

moleculares.

No. Nombre de la localidad Caodigo Nombre Cientifico Region de Jalisco
1 Chapala Ch3 Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
2 Chapala Ch4 Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
3 Chapala Ché Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
4 Chapala Ch7 Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
5 San Antonio SA3 Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
6 San Antonio SA5 Dioscorea sparsiflora Helms Ciénega
7 Cocula CO1 Dioscorea sparsiflora Helms Centro
8 Ahualulco Ah1 Dioscorea sparsiflora Helms Valle
9 Ahualulco Ah3 Dioscorea sparsiflora Helms Valle
10 Ixtlahuacan de los Membrillos Cet Dioscorea sparsiflora Helms Centro
11 Ixtlahuacan de los Membrillos Ce2 Dioscorea sparsiflora Helms Centro
12 La Manzanilla de la Paz LaMA1 Dioscorea sparsiflora Helms Sureste
13 La Manzanilla de la Paz LaM2 Dioscorea sparsiflora Helms Sureste
14 Acatic A2 Dioscorea remotiflora Kunth Altos
15 Acatic A3 Dioscorea remotiflora Kunth Altos
16 Ixtlahuacan del Rio IR2 Dioscorea sparsiflora Helms Centro
17 Ixtlahuacan del Rio IR3 Dioscorea sparsiflora Helms Centro
18 Ixtlahuacan del Rio IR6 Dioscorea sparsiflora Helms Centro
19 San Gabriel Te1 Dioscorea sparsiflora Helms Sur
20 San Gabriel Te2 Dioscorea sparsiflora Helms Sur
21 San Gabriel Te3 Dioscorea sparsiflora Helms Sur
22 San Gabriel Te4d Dioscorea sparsiflora Helms Sur
23 San Gabriel Teb5 Dioscorea sparsiflora Helms Sur
24 San Gabriel Teb6 Dioscorea sparsiflora Helms Sur

Todos los marcadores moleculares utilizados se basan en secuencias aleatorias e

implican diferentes niveles de dificultad técnica, los diferentes numeros de

cebadores y sus secuencias se reportan en el Cuadro 6.
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Se detectaron diferentes patrones de bandas polimérficas con cada uno de los
marcadores moleculares utilizados (Figura 10). De acuerdo a la estimacion de
varios parametros para evaluar la eficiencia de los marcadores aplicados se
detectd diferencia con los loci detectados por cada uno de los marcadores
moleculares (Cuadro 10).
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Figura 10.- Patrones de bandas en geles con cuatro marcadores moleculares que
muestran polimorfismo en Dioscorea spp. (a) RAPD, (b) ISSR, (c) AFLP (d) ISTR. M:
Marcador de peso molecular, las localidades 1-8 Chapala, San Antonio, Ahualulco, 9-
12 de Ahualulco, Ixtlahuacan de los Membrillos, La Manzanilla de la Paz, 13-16 de La
Manzanilla de la Paz, Acatic, Ixtlahuacan del Rio, 17 - 24 Ixtlahuacan del Rio, San
Gabriel.
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Cuadro 10.- Comparacion de los marcadores moleculares RAPD, ISSR, AFLP e ISTR
evaluando diversidad genética en materiales ex vitro en Dioscorea spp.

Parametros para medir eficiencia en cada RAPD ISSR AFLP ISTR
marcador

Numero de individuos 24 24 24 24
Total numero de bandas (L) 302 155 108 92
Bandas Polimérficas (p) 158 127 88 79
Numero total de cebadores (T) 6 6 2 3
Multiplex ratio (MR) (L/T) 50.33 25.83 54 30.66
Porcentaje de Polimorfismo (%p) 58.27 81.93 81.48 85.86
Contenido de Informacién Polimérfica (PIC) 0.44 0.49 0.48 0.47
Promedio de Heterocigosidad (Hav) 0.43 0.45 0.47 0.36
indice del Marcador (Ml) = Hav x MR 21.6 11.62 2538 11.03

Se produjeron entre 92 y 302 bandas totales por marcador molecular en donde
RAPD mostr6 el mayor numero. De acuerdo al Contenido de Informacion
Polimorfica (PIC), la diversidad fue equivalente para todos los marcadores. Los
cuatro marcadores utilizados fueron informativos con PIC de 0.49 para ISSR y
0.44 para RAPD. El promedio de heterocigosidad esperada fue mayor en AFLPy
el mas bajo para ISTR; en cambio se obtuvieron resultados diferentes para Mi
donde se observo el indice de marcador mas alto para AFLP (25.38) y el mas bajo
para ISTR (11.03). Con respecto a la diversidad, estos resultados muestran que
cualquiera de los marcadores utilizados pueden ser considerados para evaluar

diversidad genética en accesiones de Dioscorea spp.

Se llevd a cabo un analisis de agrupamiento para cada marcador, en donde cada
uno de ellos muestra una correspondencia entre la similitud de individuos (Figura
11). Cada marcador detect6 una similitud de 0.15 a 1.00 entre los individuos segun
el coeficiente de Jaccard’s. Los marcadores AFLP e ISSR detectaron seis grupos
por accesiones de la misma region, mientras que RAPD e ISTR detectaron cinco

grupos.
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Segun los resultados los individuos de Acatic (A2 y A3) mostraron alta similitud al
igual que las accesiones de Tepozal (Te) Ixtlahuacan del Rio (IR) cuando se
analizé con AFLP, RAPD e ISSR.
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Figura 1.- Comparacion de relaciones genéticas entre genotipos de Dioscorea
revelados por a) RAPD, b) ISSR, c¢) AFLP d) ISTR.
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Un analisis global se llevé a cabo utilizando las bandas totales producidas para
todos los marcadores (Figura 12). Se detectaron cuatro grupos en estos analisis.
Vale la pena sefalar que dos individuos (CH3 y Ah1) se colocaron en el grupo |,
estas plantas se colectaron a partir de diferentes regiones (Ciénega y Valles), en
donde la similitud entre ellas es baja (0.2384, segun el coeficiente de Jaccard), en
comparacion con la maxima similitud encontrado en otros materiales (C6 y C7),

que es 0.58.

Se formaron tres grupos con individuos con origen geografico comun Chapala,
San Antonio, Cocula, Ahualulco, Cedros, La Manzanilla de la Paz, Acatic
Ixtlahuacan del Rio y Tepozal (ll, Il y IV) y similitudes medio de = 0.322. Los
valores de bootstrap lo muestran en la Figura 12. Los unicos dos materiales
pertenecientes a D. remotiflora se agruparon en el tercer grupo (lll), en base a una
similitud de 0.34165 con LaM2 y 0.3196 con respecto a la IR2, IR3 e IR6.
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Figura 12.- Analisis de agrupamiento y bootstrap para 24 individuos de Dioscorea
spp basado en marcadores moleculares.
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Con el fin de determinar la correlacion entre las matrices de similitud de los
marcadores moleculares, se llevdé a cabo una prueba de Mantel para obtener el
grado de relacidén entre ellos; como referencia, se utilizé una matriz de similitud
incluyendo la informacion de todos los marcadores. Las matrices de similitud se

basaron en el coeficiente de Jaccard.

Los resultados de la correlacion entre los coeficientes r con respecto a las
matrices de similitud se presentan en el Cuadro 11. Los valores de r no fueron
significativos y oscilaron entre -0.06288 entre ISSR y ISTR a 0.3172 entre AFLP y
RAPD. Las correlaciones entre los sistemas de marcadores con respecto a la
combinacion de marcadores fueron mayores, que van de 0.48288 (AFLP) de
0.66821 (RAPD). Basandose en los resultados de la prueba de Mantel (Cuadro
11) y el indice de marcador que implica heterocigosidad media y la relacion de
multiplex (Cuadro 10), Los sistemas de marcadores mas eficientes para la
deteccion de diferencias genéticas entre las accesiones de Dioscorea spp. fueron
RAPD y AFLP.

Cuadro 11.- Correlacion de las matrices de similitud derivados de RAPD, ISSR, AFLP
e ISTR.

RAPD ISSR AFLP ISTR TODOS*
RAPD 1
ISSR 0.24575 1
AFLP 0.31720 0.12418 1
ISTR 0.14620 -0.062288 0.10157 1
Agrupamiento* 0.66821 0.57112 0.59068 0.48288 1

*Analisis de combinacién de todos los marcadores

Los patrones de agrupamiento en base a los diferentes sistemas de marcadores
se relacionaron principalmente con la localidad de las accesiones. Estos
resultados apoyan el hecho de que existen variaciones especificas de la region, lo
que se explica por un proceso de adaptacién a largo plazo para el suelo, clima,
varias generaciones de seleccion y la sobreexplotacion (Mostul y Chazaro, 1996).
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En las localidades en las que se colectaron las muestras, sélo se encontraron dos
especies del género Dioscorea (D.sparsiflora 'y D.remotiflora). Estas no se separan
claramente en el analisis de agrupamiento debido a que morfolégicamente ambas
especies son muy similares (Mc Vaugh, 1989). Las diferencias dentro de los
individuos en una poblacion de Dioscorea spp. se habia reportado anteriormente
(Dansiy col., 2000; Mignouna y col., 2002).

El mantenimiento de la diversidad genética dentro de una especie de plantas se
ha demostrado que puede ser influenciado por sus caracteristicas biologicas y
Dioscorea spp. ha demostrado que asi es, al incluir las plantas de diferente sexo,
diferentes niveles de ploidia (Arnau y col., 2009) , el sistema de apareamiento y la
distribucion geografica (Mao-Feng y col., 2010) .

Los cuatro sistemas de marcadores utilizados, son una herramienta reproducible
para detectar relaciones entre los materiales de Dioscorea spp. Para identificar la
asociacion entre la similitud genética y distribucion geografica, asi como estimar la
diversidad genética. Sin embargo, una mayor eficiencia se encuentra en RAPD y
AFLP.

Las bajas correlaciones entre los diferentes sistemas de marcadores moleculares
muestran la importancia de utilizar diferentes marcadores para la estimacion de la
diversidad y la similitud genética, por lo tanto, es importante hacer hincapié en
que la complementariedad de la informacion que se genera por diferentes
marcadores es valiosa para los estudios genéticos que involucran tanto, la
diversidad y relaciones. El uso de un conjunto de datos combinados con al menos
dos de los marcadores es lo ideal (Jhang y col., 2010).
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6.3 Determinacidn de variacion intra e interespecifica en poblaciones ex vitro
e in vitro utilizando el marcador molecular ISTR

Se eligio utilizar el marcador molecular ISTR para caracterizar las poblaciones que
se mantienen tanto ex vitro como in vitro para generar informacion en las especies
de Dioscorea de acuerdo a la deteccidon de polimorfismo asociado a la insercion
de retrotransposones en el genoma, que no requiere ADN puro, no se necesita
saber el genoma de la especie, es una técnica barata y de alta reproducibilidad.

A partir de la aplicaciéon de la técnica PCR en la que se basa el marcador
molecular, se elaboraron los geles para separar los patrones de amplificacion de
los materiales ex vitro, estos patrones fueron diferentes para cada combinacion de
cebadores utilizados. Estas diferencias fueron perceptibles a simple vista en los
geles (Figura 13).
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Figura 13.- Patrones de amplificacion con tres combinaciones de cebadores para el
maracador ISTR. Muestras ex vitro.

Se produjeron un total de 79 bandas (loci) con las tres combinaciones de
cebadores, el porcentaje de polimorfismo detectado fue diferente para cada
combinacion de cebador y se reportan los valores en el Cuadro 12.
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Cuadro 12.- Numero de bandas polimorficas y porcentaje de polimorfismo detectado
con tres combinaciones de cebadores de ISTR en accesiones de Dioscorea spp ex
vitro.

Iniciadores Total de bandas Numero de Porcentaje de
producidas bandas Polimorfismo
polimérficas
F10/B1 25 21 84.00
F31/B31 24 14 58.33
F91/B1 30 29 96.66
TOTAL 79 64 81.01

El mayor porcentaje de polimorfismo se detectdé mediante la combinacion F91/B1.
No se cuenta con referencias de la utilizacidon de este marcador en la misma
especie, sin embargo, este porcentaje es mayor a lo reportado por Castellanos
(2011) en Phaseolus vulgaris quién utilizo el mismo marcador molecular y la
misma combinacion de cebadores, y reporté de igual manera el mayor porcentaje
de polimorfismo con esta combinacion. Sin embargo, en la especie Dioscorea spp,
se obtuvo un mayor numero de loci detectados.

Segun lo mencionado por Sanchez (2006), el polimorfismo representa las
diferencias entre individuos, detectados con un marcador en particular, por lo que
el polimorfismo que se encontré con el marcador ISTR en este trabajo, puede
calificarse como una herramienta confiable para encontrar diferencias a nivel

individual.

Con los geles obtenidos de las muestras in vifro también fueron notorias las
diferencias ente los patrones de amplificacion para cada cebador (Figura 14).
Produjeron un total de 79 bandas (loci), el mayor porcentaje de polimorfismo en
este caso, al igual que los materiales ex vitro fue la combinacion F91/B1 como lo
muestra el Cuadro 12.
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Figura 14.- Patrones de amplificacién con tres combinaciones de cebadores de ISTR
utilizadas. Muestras in vitro.

El patron de bandas observado en cada combinacion de cebadores, es un
indicador que nos da informacién adicional en cuanto a la variabilidad entre las
accesiones estudiadas. En el Cuadro 13, se menciona el numero de bandas
polimérficas producidas por cada cebador, siendo la combinacién F91/B1 la que

presentd el mayor porcentaje de polimorfismo.

Cuadro 13.- Numero de bandas polimorficas y porcentaje de polimorfismo detectado
con tres combinaciones de cebadores de ISTR en accesiones de Dioscorea spp in
vitro.

Iniciadores Total de bandas Numero de Porcentaje de
producidas bandas Polimorfismo
polimoérficas
F10/B1 25 19 76
F31/B31 24 9 37.5
F91/B1 30 30 100
TOTAL 79 58 73.41
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Figura 15.- Dendrograma donde se muestra el agrupamiento de 150 materiales ex
vitro e in vitro de Dioscorea spp. provenientes de diferentes localidades del estado de
Jalisco, analizados con tres combinaciones de cebadores de ISTR.
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6.3.1 Heterocigosidad esperada

Una de las medidas que se utilizaron en el presente trabajo para documentar la
variabilidad genética entre las accesiones estudiadas es la heterocigosidad, ya
que las diferencias alélicas en un locus de una poblacién indican variacion
genética (IPGRI, 2003). En el caso de los marcadores utilizados (ISTR), se hizo
una inferencia ya que las bandas detectadas representan tanto las formas
dominantes como las heterocigotas. Partiendo del criterio de que es casi imposible
que dos individuos de una poblacion tengan el mismo genotipo en todos sus loci,
la estimacion de la heterocigosidad en el caso de Dioscorea a partir de estos
marcadores, esta basada precisamente en el polimorfismo que éstos detectan.

Los resultados indicaron valores de heterocigosidad promedio ex vitro de 0.33,
mientras que in vitro fue de 0.26. Tomando en cuenta que el valor maximo de
heterocigosidad es 1, ambas poblaciones se consideran con variabilidad genética
baja. Inferir los niveles de heterocigosidad a partir de los marcadores ISTR, ha
sido previamente reportado en cactaceas (Montalvo y col., 2010), asi como en A.
fourcroydes utilizando AFLPs (Infante y col., 2007). En ambos trabajos se
reportan niveles de heterocigosidad esperada de aproximadamente 0.37.

Con las matrices binarias de presencia/ausencia elaboradas a partir de los perfiles
de amplificacion ISTR de todos los individuos analizados (100 ex vitro y 50 in vitro)
se realiz6 un analisis de agrupamiento (Figura 15). El dendrograma producido
muestra de igual manera diferencia genética entre y dentro de las poblaciones
analizadas. Se observa la formacién de siete grupos. Los grupos que incluyen
materiales ex vitro son |, Il, lll, V y VI y los que incluyen materiales in vitro son IV y
VI. Cabe mencionar que estos materiales fueron perfectamente separados por el
analisis de agrupamiento, lo que convierte a los ISTRs en una herramienta util
para detectar diferencias genéticas a nivel de genotipo. Se encontraron
accesiones de las localidades de Zapotlanejo y San Martin Hidalgo, dispersos en
el dendrograma. La distribucién de las accesiones se muestra en el Cuadro 14. La
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lista completa de las accesiones utilizadas en este estudio se incluye en el
Apéndice (A 2).

Cuadro 14.- Distribucion de los materiales de acuerdo a los grupos generados en el
andlisis de agrupamiento.

Localidad Accesion

Grupo | Acatic, Chapala, Ixtlahuacan de los Ex vitro

Membirillos, Cocula

Grupo ll Ixtlahuacan del Rio, San Antonio Ex vitro

Grupo il San Antonio, San Gabriel, Manzanilla Ex vitro
de la Paz

Grupo IV Autlan, San Antonio, Manzanilla de la In vitro

Paz, Ixtlahuacan de los Memobirillos,

Ixttahuacan del Rio, San Martin

Hidalgo
Grupo V San Gabriel, Zapotlanejo y Autlan Ex vitro
Grupo VI Autlan, San Martin Hidalgo Ex vitro
Grupo Vi Acatic, Chapala, Cocula, San Gabriel, In vitro
Zapotlanejo

Torres-Moran y col.,, (2010) reportd6 también la capacidad de los ISTR para
diferenciar accesiones de campo y micropropagadas, de manera similar a la

separacion entre accesiones in vitro y ex vitro del presente trabajo.

Es importante notar que las accesiones provenientes de la localidad de Acatic, que
fueron taxondmicamente identificadas como D. remotiflora se separaron del resto
del grupo ex vitro y de igual forma se separaron del resto de materiales in vitro.

Dentro de los grupos ex vitro el coeficiente de Jaccard tuvo valores que variaron
de 0.56 a 0.94 mientras que los grupos conformados por materiales in vitro
obtuvieron una variacion de 0.66 a 0.95. De lo cual puede inferirse que existe
mayor similitud genética entre los individuos de las accesiones conservadas in
vitro. Estos valores son similares a los de Torres-Moran y col., (2010) donde
compara materiales ex vitro e in vitro en agave, asimismo Castillo y col., (2010) en

un estudio de papa comparando materiales con ambos métodos de propagacion
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obtuvieron valoren similares a los obtenidos en nuestro estudio, empleado el

marcador molecular AFLP lograron detectar cambios a nivel ADN.
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6.3.2 Estructura genética

El analisis de estructura genética en los materiales estudiados, confirmé la
existencia de diferencias genéticas entre las accesiones ex vitro y accesiones in
vitro (Figura 16). El software STRUCTURE marcdé como numero optimo de
grupos la simulacién K=6. Lo anterior difiere con lo encontrado por el analisis de
agrupamiento UPGMA en el que se encontraron siete grupos.

En la misma figura, se puede observar que se asignaron tres grupos a los
materiales ex vitro; grupo referido por el color azul a las localidades pertenecientes
a Acatic (1), Chapala (2), Cocula (3) e Ixtlahuacan de los Membrillos (4), el grupo
referido por el color rosa Ixtlahuacan del Rio (5), Manzanilla de la Paz (6) y San
Antonio (7) y el grupo marcado con color rojo pertenecientes a San Gabriel (8),
Zapotlanejo (9), Autlan (10) y San Martin Hidalgo (11), los tres grupos
conformados con probabilidades altas de pertenencia de cada individuo a su grupo
respectivo. La misma situacion se observa en los grupos asignados para los
materiales in vitro, en los que se marcan un grupo color azul tenue para las
localidades conformadas por Acatic (1), Chapala (2), Cocula (3), Ixtlahuacan de
los Membrillos (4), Ixtlahucan del Rio (5), Manzanilla de la Paz (6) y San Antonio
(7), los del grupo verde comprende la localidad de Autlan (10) y el grupo por el
color amarillo las localidades de San Gabriel (8) y San Martin Hidalgo (11).

Lo anterior es consistente con la interpretacion de por lo menos dos genotipos (en
este caso mas precisamente tres) distribuidos en todas las regiones muestreadas.
En el caso de los materiales pertenecientes a las localidades de Zapotlanejo y San
Martin Hidalgo (localidades 9 y 11), se observaron igualmente materiales
diferentes de cualquier grupo simulado.
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Figura 16.- Representacidn grafica del andlisis con el programa STRUCTURE donde
se muestra la simulacion K=6 seis simulaciones.

El coeficiente de diferenciacion genética, en términos de frecuencias alélicas (Fst),
mostré la mayor diferenciacion en las localidades dentro del grupo azul tenue
(0.7033) que pertenece a materiales in vitro, asi como las localidades del grupo
amarillo (0.5929), sin embargo, a excepcion de las localidades del grupo azul, en
todos los casos se observo diferenciacion muy grande (Cuadro 15).

Cuadro 15.- Valores de diferenciacion genética (Fst) obtenidos para los valores de K
(1-6) sugeridos por el programa STRUCTURE.

Grupo (K) Valor de Fst Diferenciacion Genética
Acatic, Chapala, Cocula, 0.0048 No diversidad
Ixtlahuacan de los Membrillos
(Azul)
Ixtlahuacan del Rio, Manzanilla 0.4729 muy grande
de la Paz, San Antonio (Rosa)
San Gabriel, Zapotlanejo, Autlan 0.5898 muy grande
y San Martin Hidalgo (Rojo)
Acatic, Chapala, Cocula, 0.7033 muy grande

Ixtlahuacan de los Membrillos,
Ixtlahuacan del Rio, Manzanilla
de la Paz y San Antonio (Azul

Tenue)
Autlan (Verde) 0.3859 muy grande
San Gabriel y San Martin 0.5929 muy grande

Hidalgo (Amarillo)
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La grafica de simulacion (Figura 16) muestra congruencia con lo obtenido por el
analisis UPGMA en donde se observo un agrupamiento similar.

Mercati y col., (2013) reportd que el programa STRUCTURE aplicado a una
coleccion de Phaseolus vulgaris L. formé grupo de colores en base a los
materiales colectados por localidades donde también muestra congruencia con lo
obtenido en el analisis de agrupamiento UPGMA, asimismo Lépez-Zavala y col.,
(2013) en un estudio hecho con cinco poblaciones de pavos mexicanos
empleando el programa STRUCTURE revelaron diversidad genética moderada
dentro de las poblaciones y mostraron una correlacion con la zona geografica de

procedencia y diferencias morfométricas.

Los niveles de variabilidad genética de una poblacion estan definidos por cuatro
factores principales: la capacidad de dispersién o migracién, los mecanismos de
reproduccion y de cruzamiento de la especie, la deriva génica y la seleccion
natural (Francisco-Ortega y col., 1996; Silvertown y Charlesworth, 2001). Dentro
de ello los mecanismos de produccién y cruzamiento son los mas determinantes
de los niveles de variabilidad genética de poblaciones naturales vegetales (Sosa y
col., 2002).

Otro factor que es determinante en la definicion del grado de variabilidad de una
poblacién natural vegetal es la amplitud de su distribucién geografica, mientras
mas grande sea esta, mayor la variabilidad (Sosa y col., 2002).

El género Dioscorea ha sido reportado con una alta variacion genética, usando
plantas de diferentes especies y origenes (Rivera-Jiménez y col., 2012; Sonibare y
col., 2010; Hildebrand y col., 2002).
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6.4 Analisis de caracteristicas morfolégicas

El analisis de los marcadores morfoldégicos son la base de los estudios de
variabilidad, sin embargo es importante encontrar una correlacion con marcadores
moleculares, aunque no siempre ésta es satisfactoria, ya que mucha de la
variacion morfologica, a pesar de estar bajo control genético, depende de
estimulos ambientales y cambia con la etapa de madurez de los individuos en

cuestion (Sanchez, 2006).

En la actualidad existen descriptores del IPGRI (International Plant Genetic
Resources Institute) para el género Dioscorea, las caracteristicas morfologicas
gue se han tomado en cuenta en estudios previos reportados, coinciden con las
tomadas para este estudio en Dioscorea spp. (Castillo, 2007).

Con un total de 32 descriptores utilizados para la caracterizacion de las plantas de
camote de cerro (Apéndice A 1), se realiz6 un analisis de agrupamiento que
permitié identificar cuatro grupos con caracteristicas morfoldgicas similares (Figura
17).

El primer grupo se encuentra integrado por accesiones de cuatro localidades
pertenecientes a San Martin Hidalgo, Zapotlanejo, Manzanilla de la Paz y
Chapala. Las caracteristicas que se encontraron similares en estas accesiones
fueron: predominancia de tallos verdes y verdes morados en tallos jévenes y
adultos, presencia de alas en los tallos, numero de hojas jévenes entre 5y 26, el
color verde del peciolo en tallo joven y adulto, en unas colectas unas plantas no

presentaron flor y las que lo presentaron fueron de sexo masculino.

El segundo grupo consistié de las colectas de San Gabriel, San Martin Hidalgo,
Acatic, Chapala, San Antonio, Ixtlahuacan del Rio, Ixtlahuacan de los Membrillos y
Manzanilla de la Paz, este grupo esta constituido por ocho diferentes localidades
con caracteristicas similares de tallo joven y adulto con colores verdes, verde
morado, tallos con alas y sin alas con un numero de hojas de 4 a 25 hojas
jovenes, este grupo presento tanto floracion masculina como femenina, con un tipo

de inflorescencia en espiga. La localidad de Acatic se distinguié del resto de
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localidades por la corola de la flor masculina (diferente estructura) que la distingui6
como de la especie Dioscorea remotiflora.

El tercer y cuarto grupo asocio las localidades pertenecientes a Manzanilla de la
Paz, San Gabriel, Autlan y San Martin Hidalgo con caracteristicas similares al

segundo grupo.

Las caracteristicas morfolégicas se han usado con éxito para clasificar materiales
con caracteristicas similares, tal es el caso de estudios en Dioscorea en el CATIE
(Aguilar, 2012) y en la Universidad de Chapingo (Martinez, 2001), también en
otras especies como Tigridia pavonia (Pifa-Escutia y col., 2010), Mamey (Pouteria
sapota) (Gaona-Garcia y col., 2006).

En este trabajo se observo variacion morfolégica para esta especie en el estado
de Jalisco, coincidiendo con Martinez (2001) quien caracterizé 32 colectas en La
Chontalpa, Tabasco utilizando 19 descriptores morfolégicos. Castillo (2007),
realizé colectas de Dioscorea de 15 localidades de Jalisco obteniendo resultados

similares a los encontrados en este proyecto.

En el presente trabajo, la distribucion de las accesiones dentro de los cuatro
grupos, es acorde a las localidades.
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Figura 17.- Clasificacion de las 100 accesiones de camote de cerro con base a las 32
caracteristicas morfologicas de la planta.
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Las 32 variables morfologicas fueron estandarizadas para obtener media cero y
varianza 1. Posteriormente, se obtuvo la matriz de correlacion como medida de
similitud entre los individuos. El analisis de componentes principales (CP), se

presenta en la grafica biplot de la Figura 18.
Los primero dos componentes, explicaron el 89.39% de la variacion total

observada (Cuadro 16).
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Cuadro 16.- Valores propios y proporcion de la varianza explicada en el andlisis de los
componentes principales en accesiones de Dioscorea spp.

Componentes Principales Valores Absoluta Acumulada
(CP) Propios (%) (%)

CP2 9.207 28.773 89.39

CP4 0.908 2.839 95.61

CP6 0.201 0.629 98.40

CP8 0.104 0.327 99.63

CP10 0.047 0.148 99.25

CP12 0.032 0.101 99.48

CP14 0.010 0.032 99.63

CP16 0.003 0.011 99.85

CP18 0.001 0.004 99.94

CP20 0.000 0.002 99.97

CP22 0.000 0.000 99.99

CP24 0.000 0.000 99.99

CP26 0.000 0.000 100

CP28 0.000 0.000 100

CP30 0.000 0.000 100

CP32 0.000 0.000 100
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En la Figura 18, se puede observar la grafica biplot que muestra la distribucién de

las accesiones de acuerdo a las variables agrupadas por los componentes.
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Figura 18.- Grafica blipot donde se representan las variables y genotipos de camote
de cerro, en funcién de los dos primeros componentes principales. Acatic (e),
Chapala (m), Cocula (+), Ixtlahuacan de los Membrillos ( 4 ), Ixtlahuacan del Rio (A),
Manzanilla de la Paz (I), San Antonio (=), San Gabriel (), Zapotlanejo (A), Autlan
(7), San Martin Hidalgo (¢).

En el componente principal 1 (CP1) explicoé el 60.62% de variacion total y fue
definido principalmente por: Posicion de la hoja, color de la hoja, color de la
nervadura, color del borde de la hoja, Forma del apice de la hoja, Posicidn mas
ancha de la hoja, pilosidad del peciolo, floracion, Posicion de la inflorescencia,
Tipo de inflorescencia, Formacion del fruto, Desarrollo del fruto, Posicién del fruto,
Ausencia/Presencia de semillas en el fruto, Forma de la semilla, Estructura de la
tallo, Dias hasta la floracion, la

semilla, Altura del Longitud media de

inflorescencia, Sexo de la planta, Peso del tubérculo. (Cuadro 17).
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Cuadro 17.- Vectores propios de los primeros cuatro componentes principales de las

variables morfologicas.

Clave de Variables CP1 CP2 CP3 CP4
las
variables
X20 Posicion de las hojas maduras 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
X24 Color de las hojas maduras 0.8153 -0.2824  0.4109 0.1180
X25 Color de la nervadura de la hoja 0.8277 -0.5444  -0.0345 0.0547
X27 Color del borde de la hoja 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
X28 Pilosidad en el haz de la hoja -0.1049 -0.9878 -0.0701 0.0637
madura
X29 Pilosidad en el envés de la hoja -0.1049 -0.9878 -0.0701 0.0637
X31 Forma de la hoja 0.2679 -0.7025 -0.0362 -0.2189
X32 Forma del apice de la hoja 0.8328 -0.5445 -0.0386  0.0541
madura
X34 Distancia entre I6bulos de la hoja -0.5554  -0.7646 -0.1098 0.0137
X39 Posicion mas ancha de la hoja 0.8474 -0.3241 0.3527 0.0265
madura
X40 Color de la punta de la hoja 0.7962 -0.3280 0.4151 0.0342
X41 Pilosidad del peciolo de la hoja 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
X45 Floracion 0.9191 -0.1160 0.2144 0.1980
X47 Posicion de la inflorescencia 0.8319 -0.5446  -0.0382  0.0521
X49 Tipo de inflorescencia 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
X50 Color de la flor -0.1049 -0.9878 -0.0701 0.0637
X51 Formacion del fruto 0.9276 0.3651 0.0034 0.0421
X52 Desarrollo del fruto 0.9717 0.1861 0.0636  -0.0437
X53 Posicion del fruto 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
X54 Forma del fruto -0.1049 -0.9878 -0.0701 0.0637
X55 Pilosidad del fruto -0.1049 -0.9878 -0.0701 0.0637
X56 Ausencia/Presencia de semillas 0.9910 0.1246 0.0088 0.0135
en el fruto
X57 Forma de la semilla 0.8333 -0.5444  -0.0387 0.0547
X58 Estructura del ala de la semilla 0.9464 0.2051 -0.0635 0.1593
X62 Altura de tallos maduro 0.9046 0.1624  -0.2841 -0.0549
X66 Diametro del tallo maduro 0.9527 0.2549 0.0078 -0.0778
X76 Dias hasta la floracion después -0.8954 -0.1551  0.2846  -0.2411
del brote
X77 Numero de inflorescencia -0.0472 -0.9585 -0.1118 0.1286
p/planta
X78 Longitud media de la 0.8723 -0.1110 -0.3242  -0.2437
inflorescencia
X79 Sexo de la planta 0.8406 -0.1627 -0.2470 -0.3366
X80 Peso del tubérculo 0.8091 0.3567 -0.3337 -0.0152
X81 Largo del Tubérculo -0.3055 0.5057 -0.2547 0.6977
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En el analisis blipot (Figura 18) fue evidente la separacion de las accesiones
provenientes de Autlan (¥) y San Martin Hidalgo (¢) lo que corresponderia
probablemente a genotipos diferente a las demas. Las accesiones de Manzanilla
de la Paz (I) y San Antonio (=) se encontraron en el cuadrante uno. El resto de las

accesiones se distribuyeron a lo largo de la grafica.

Las variables agrupadas en el componente principal 2 (CP2): Pilosidad en el haz
de la hoja, Pilosidad en el envés de la hoja, Color de la flor, Forma del Fruto,
Pilosidad del Fruto y Numero de Inflorescencia p/planta, separaron las accesiones
de San Martin Hidalgo (+).
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6.5 Identificacion taxonémica

De las 100 plantas analizadas, 95 fueron clasificadas como Dioscorea sparsiflora
Helms y las restantes pertenecientes a Acatic fueron identificadas como Dioscorea
remotiflora Kunth. (Figura 19).

De acuerdo con las claves taxonomicas de material pistilado y estaminado de Mc
Vaugh (1989) se identificaron las especies con las de D. remotiflora Kunth y D.
sparsiflora Helms.

D. remotlifora Kunth D. sparsiflora Helms

Figura 19.- Material herborizado de las especies D. remotiflora y D. sparsiflora.
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VIl CONCLUSIONES

Con respecto a los protocolos de extraccion de ADN el método reportado
por Keb-Llanes y col., 2002 fue el que produjo ADN de calidad mas
adecuada para las técnicas de marcadores moleculares usados en el

presente trabajo.

Los marcadores dominantes RAPD y AFLP fueron los mas eficientes para

la deteccion de diferencias genéticas entre las accesiones de Dioscorea.

La caracterizacion molecular realizada en el presente trabajo generd
informacion acerca de las accesiones (genotipos) en las localidades
muestreadas de Jalisco. Los genotipos similares fueron agrupados en

concordancia con su localidad.

Los marcadores ISTR fueron capaces de detectar variacién intra e
interpoblacional en el género Dioscorea. La deteccion de esa variabilidad
molecular puede brindar elementos para la delimitacion especifica de
acuerdo a un perfil tipo de amplificacién ISTR para cada especie.

El marcador ISTR logro detectar cambios a nivel ADN, se observo variacion
tanto in vitro como ex vitro. La comparacion entre los métodos de

propagacion indico que si existe cambio genético entre las plantas.

Los resultados del analisis morfolégico permitieron identificar cuatro grupos
con caracteristicas morfolégicas similares principalmente en hoja, tallo y
fruto.
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Se identificaron dos especies en las 11 localidades del estado de Jalisco; la
mas predominante fue Dioscorea sparsiflora seguida de Dioscorea

remotiflora.

El conocimiento de un recurso natural facilita su aprovechamiento
sostenible. Los resultados de este trabajo proporcionan datos que ayudan a
conocer al género Dioscorea principalmente a las especies Dioscorea
sparsiflora y Dioscorea remotiflora, para contribuir en apreciar y conservar
este importante recurso fitogenético, en el estado de Jalisco.
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APENDICE

A 1 Variables utilizadas en la descripcién morfologica.

X20 Posicion de las hojas escamadas en el tallo maduro
1 Alternadas

2 Opuestas

3 Ambas

4 Verticiladas

X24 Color de las hojas jovenes
1 Amairillento

2 Verde claro

3 Verde oscuro

3 Verde morado

4 Morado

99 Otro

X25 Color de la nervadura de la hoja
1 Amairillento

2 Verde

3 Morado claro

4 Morado

99 Otro

X27 Color del borde de la hoja
1 Verde

2 Morada

99 Otro

X28 Pilosidad en el haz de la hoja madura
3 Escasa
7 Densa

X29 Pilosidad en el envés de la hoja madura
3 Escasa
7 Densa

X31 Forma de la hoja madura
1 Oval

2 Corazonada

3 Corazonada larga

4 Corazonada ancha

5 Largo sagitado

6 Ancho sagitado

7 Hastada

99 Otro
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1 2 5 7
X32Forma del apice de la hoja madura
1 Obtuso
2 Agudo

3 Emarginado
99 Otro

X34 Distancia entre los I6bulos de la hoja madura
1 Sin distancia

5 Intermedia

9 Muy distante
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X39 Posicion de la parte mas ancha de la hoja madura
1 Tercio superior

2 Medio

3 Tercio inferior

X40 Color de la punta de la hoja madura
1 Verde claro

2 Verde oscuro

3 Verde/morado

4 Roja

99 Otro

X41 Pilosidad del peciolo de la hoja madura
3 Escasa
7 Densa

X45 Floracion

0 Sin floracién

1 Floracion en algunos afios
2 Floracion todos los afios

X47 Posicion de la inflorescencia
(En relacion con las ramas)

1 Hacia arriba

2 Hacia abajo

X49 Tipo de inflorescencia
1 Espiga

2 Racimo

3 Panicula

99 Otro

S
e
Ne
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X50 Color de la flor
1 Morada

2 Blanca

3 Amarillenta

99 Otro

X51 Formacion del fruto
0 No
1Si

X52 Desatrrollo del Fruto
1 Casi siempre bien desarrollado
2 Casi siempre poco desarrollado

X53 Posicién del fruto
1 Hacia arriba
2 Hacia abajo

X54 Forma del fruto

1 Longitud y anchura iguales
2 Alargado

3 Capsula trilobulada

X55 Pilosidad del fruto
3 Escasa
7 Densa

X56 Ausencia/presencia de semillas en el fruto
0 Ausente
1 Presente

X57 Forma de la semilla
1 Alargada-oblonga

2 Redonda

99 Otro

X58 Estructura del ala de la semilla
1 Ala alrededor de todo el embridon
2 Ala en uno u otro lado del embrién
3 Ala sélo en un lado del embridon

X62 Altura del tallo maduro
1<2m

22-10m

3>10m
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X66 Diametro del tallo maduro [cm]
Medido a 15 cm sobre la base de la planta

X76 Dias hasta la floracion después del brote

X77 Numero de inflorescencias por planta
Observado en 10 plantas

110

2 11-29

3 30

X78 Longitud media de la inflorescencia
15cm

26-10 cm

311-15cm

416 cm

X79 Sexo

1 Femenino

2 Masculino

3 Femenino y masculino (predominantemente femenino)
4 Masculino y femenino (predominantemente masculino)
X80 Peso del tubérculo

X81 Largo del tubérculo
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A 2 Lista de materiales utilizada en la determinacién de variacion intra e
interespecifica en poblaciones ex vitro e in vitro.

Material ex vitro

N° de Localidad N° de Localidad N° de Localidad
Identificacion Identificacion Identificacion
1 Acatic 35 Manzanilla de la 69 Zapotlanejo
Paz
2 Acatic 36 Manzanilla de la 70 Zapotlanejo
Paz
3 Acatic 37 Manzanilla de la 7 Zapotlanejo
Paz
4 Acatic 38 Manzanilla de la 72 Zapotlanejo
Paz
5 Acatic 39 Manzanilla de la 73 Zapotlanejo
Paz
6 Chapala 40 Manzanilla de la 74 Zapotlanejo
Paz
7 Chapala 41 Manzanilla de la 75 Zapotlanejo
Paz
8 Chapala 42 Manzanilla de la 76 Zapotlanejo
Paz
9 Chapala 43 Sn. Antonio 77 Zapotlanejo
10 Chapala 44 Sn. Antonio 78 Zapotlanejo
11 Cocula 45 Sn. Antonio 79 Autlan
12 Cocula 46 Sn. Antonio 80 Autlan
13 Cocula a7 Sn. Antonio 81 Autlan
14 Cocula 48 Sn. Antonio 82 Autlan
15 Cocula 49 Sn. Antonio 83 Autlan
16 Ixtlahuacan de los 50 Sn. Antonio 84 Autlan
Membrillos
17 Ixtlahuacan de los 51 Sn. Antonio 85 Autlan
Membrillos
18 Ixtlahuacan de los 52 Sn. Antonio 86 Autlan
Membrillos
19 Ixtlahuacan de los 53 Sn. Antonio 87 Autlan
Membrillos
20 Ixtlahuacan de los 54 Sn. Antonio 88 Autlan
Membrillos
21 Ixtlahuacan del Rio 55 Sn. Gabriel 89 Autlan
22 Ixtlahuacan del Rio 56 Sn. Gabriel 90 Autlan
23 Ixtlahuacan del Rio 57 Sn. Gabriel 91 Sn. Martin Hidalgo
24 Ixtlahuacan del Rio 58 Sn. Gabriel 92 Sn. Martin Hidalgo
25 Ixtlahuacan del Rio 59 Sn. Gabriel 93 Sn. Martin Hidalgo
26 Ixtlahuacan del Rio 60 Sn. Gabriel 94 Sn. Martin Hidalgo
27 Ixtlahuacan del Rio 61 Sn. Gabriel 95 Sn. Martin Hidalgo
28 Ixtlahuacan del Rio 62 Sn. Gabriel 96 Sn. Martin Hidalgo
29 Ixtlahuacan del Rio 63 Sn. Gabriel 97 Sn. Martin Hidalgo
30 Ixtlahuacan del Rio 64 Sn. Gabriel 98 Sn. Martin Hidalgo
31 Ixtlahuacan del Rio 65 Sn. Gabriel 99 Sn. Martin Hidalgo
32 Ixtlahuacan del Rio 66 Sn. Gabriel 100 Sn. Martin Hidalgo
33 Manzanilla de la Paz 67 Zapotlanejo
34 Manzanilla de la Paz 68 Zapotlanejo
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N° de Identificacion Localidad N° de Identificacion Localidad

101 Acatic 126 Manzanilla de la Paz

102 Acatic 127 Manzanilla de la Paz

103 Acatic 128 Manzanilla de la Paz

104 Acatic 129 Manzanilla de la Paz

105 Acatic 130 Manzanilla de la Paz

106 Chapala 131 Sn. Antonio

107 Chapala 132 Sn. Antonio

108 Chapala 133 Sn. Antonio

109 Chapala 134 Sn. Antonio

110 Chapala 135 Sn. Antonio

111 Cocula 136 Sn. Gabriel

112 Cocula 137 Sn. Gabriel

113 Cocula 138 Sn. Gabriel

114 Cocula 139 Sn. Gabriel

115 Cocula 140 Sn. Gabriel

116 Ixtlahuacan de los 141 Autlan
Membrillos

117 Ixtlahuacan de los 142 Autlan
Membrillos

118 Ixtlahuacan de los 143 Autlan
Membrillos

119 Ixtlahuacan de los 144 Autlan
Membrillos

120 Ixtlahuacan de los 145 Autlan
Membrillos

121 Ixtlahuacan del Rio 146 Sn. Martin Hidalgo

122 Ixtlahuacan del Rio 147 Sn. Martin Hidalgo

123 Ixtlahuacan del Rio 148 Sn. Martin Hidalgo

124 Ixtlahuacan del Rio 149 Sn. Martin Hidalgo

125 Ixtlahuacan del Rio 150 Sn. Martin Hidalgo
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