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RESUMEN

El camote es un cultivo para la seguridad alimenticia, en especial en paises en desarrollo
gracias a que no requiere de muchos cuidados y a su alto contenido de B-caroteno. Se
evaluaron 148 cultivares nativos y variedades mejoradas de camote provenientes de Africa,
América del Sur, Estados Unidos, Asia y Oceania. Estos mostraron una alta variabilidad
genética, con un nimero promedio de alelos por locus de 7 y PIC promedio de 0.75, al ser
evaluados con cebadores microsatélites. Asimismo, se encontr6 una alta variabilidad
dentro de los cultivares africanos, ya que en el dendograma y el AMOVA se diferenciaron
de aquellas de otras regiones del mundo. Al dividir la poblacién segln caracteristicas
agrondmicas favorables y resistencia a virus y Alternaria, no se hall¢ diferencias genéticas
significativas. Este trabajo confirma el gran potencial del material genético de I. batatas en

Africa para el desarrollo de programas de mejoramiento especificos para su region.

Palabras claves: Ipomoea batatas, camote, marcadores microsatelites, variabilidad genética.

ABSTRACT

Sweetpotato is a food security crop, especially in developing countries, because it does not
require many inputs to grow and because of its B-carotene content. One hundred forty-eight
landraces and modern varieties from Africa, South America, United States and Oceania
were analyzed by microsatellite markers. They showed a high genetic variability. The
average number of alleles per locus was 7 and a PIC of 0.75 was observed. African
cultivars have a high genetic diversity. Both dendogram and AMOVA showed that these
African clones are distinctly different from those of other regions of the world. When
dividing accessions according to agronomic favorable characteristics, and virus and
Alternaria resistance, genetic differences were not significant between the two groups. This
research confirms the potential of African I. batatas germplasm for regional breeding

programs.

Keywords: Ipomoea batatas, sweetpotato, microsatellite markers, genetic variability.



I. INTRODUCCION

Ipomoea batatas “camote” pertenece a la familia Convolvulaceae; cuyo género
Ipomoea contiene entre 600 a 700 especies, la mitad de las cuales est4 concentrada en las
Ameéricas (Austin & Huaman, 1996). Su mayor produccion se realiza en paises en
desarrollo, donde muchas veces ha combatido la escasez de alimentos. Por lo tanto, el
camote es considerado un cultivo para la seguridad alimentaria mundial. A pesar de su
potencialidad para suplir las necesidades alimenticias, aun es un producto secundario en

paises desarrollados (Scott et al. 2000).

Se presume que |. batatas se origin0 en Centro América y que alcanzé su
dispersion por todo el mundo por medio de dos rutas de migracion. La primera es la ruta
batatas, que partio desde América por medio de embarcaciones espafiolas, llegando hasta
Europa. Luego, en el siglo XVI D.C. hubo otra transferencia desde este continente hacia
Africa e India por medio de exploradores portugueses. La segunda ruta, denominada
kamote, sostiene en que clones mexicanos fueron llevados hacia las Filipinas por medio de

galeones espafioles (Woolfe, 1992).

Actualmente, el camote es considerado un cultivo de subsistencia y esta asociado a
la pobreza. En consecuencia, ha sido reemplazado a favor de cultivos de mayor demanda y
rentabilidad. Sin embargo, en paises tropicales se le cultiva durante todo el afio en zonas
con irrigacion o lluvias disponibles, pero debido a su baja produccion solamente es
cultivado a pequefia 0 mediana escala (Ray & Ravi, 2005). Su principal uso es para el
consumo humano, como producto fresco y en menor cantidad como enlatado o en frituras
(Fuentes & Chujoy, 2009). Ademas, es utilizado para la alimentacion de animales, y en la

produccién de almidon, alimentos y bebidas.



Los programas de mejoramiento de camote tienen como proposito desarrollar
variedades con caracteristicas nutricionales y agronémicas superiores, pero son
dependientes del conocimiento acerca de su diversidad genética. Las limitaciones que
existen para el mejoramiento genético de I. batatas son: bajo éxito reproductivo y
dificultad para fijar caracteristicas deseables por su alta ploidia, escasa produccion de
semilla, presencia de incompatibilidad entre algunas variedades y autoincompatibilidad, las
cuales restringen la implementacion y el desarrollo de programas eficientes de

mejoramiento (Vimala, 1990).

En el este de Africa hay gran diversidad en el germoplasma de camote, lo cual
representa un gran potencial para el mejoramiento del cultivo mediante cruzamientos entre
individuos provenientes de la region (Tomlins et al. 2010). Ademas, un programa de
mejoramiento para este continente tendria como proposito fijar caracteristicas que le
permitan afrontar sus principales problemas, los cuales son la deficiencia de vitamina A 'y
la presencia de virus. Por lo tanto, se podria aprovechar la diversidad genética para la
introduccion via sexual de genes para altos niveles de produccion y materia seca, alto

contenido de beta-caroteno, asi como, para resistencia al gorgojo y virus.

Los estudios con marcadores moleculares en camote han ampliado el conocimiento
de su diversidad genética y han permitido crear estrategias mas eficientes para su
mejoramiento. Asimismo, el presente trabajo tiene la finalidad de caracterizar una
poblacion de cultivares africanos de camote para determinar su diversidad genética, lo cual
permitira desarrollar programas de mejoramiento genético que tengan como resultado
variedades con caracteristicas deseables para esta region. Ademas, el conocimiento de la
naturaleza genética y el grado de parentesco entre cultivares permitira explotar heterosis en

familias hibridas al utilizarlos como progenitores.



1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e  Caracterizar molecularmente cultivares nativos y variedades mejoradas de
Ipomoea batatas L. “camote” provenientes de Africa mediante marcadores

microsatélites.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar la estructura y distancia genética entre cultivares nativos y
variedades mejoradas.
. Determinar la variabilidad genética de los cultivares nativos y las variedades

mejoradas mediante marcadores microsatélites.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1  Ipomoea batatas L. “CAMOTE”

Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Convolvulaceae
Género: Ipomoea

Especie: Ipomoea batatas (L.) Lam.

El camote es un cultivo neotropical que crece en todas las regiones subtropicales
y tropicales del mundo, desde el nivel del mar hasta 2800 m.s.n.m. (Woolfe, 1992). Esta
planta es alohexaploide (Shiotani & Kawase, 1989) y cuenta con 2n=6x=90 cromosomas.
Ademas se caracteriza por ser una planta herbacea perenne, con habito de crecimiento
desde erecto hasta postrado, la forma de sus hojas y su pigmentacion varia segun el
cultivar, y desarrolla raices reservantes con pulpa de color desde blanco a naranja y de rojo
a morado (Huaman, 1992). Es un cultivo rustico, facil de mantener, tolerante a la sequia, a

las altas temperaturas y a la humedad.

Austin (1988) postuld que el centro de origen de I. batatas estaba entre la
peninsula de Yucatan, México y el Rio Orinoco, Venezuela. Por otro lado, estudios
recientes sugieren a América Central como centro de origen de este cultivo (Zhang et al.
2004). Conforme a evidencias arqueologicas, linguisticas e histéricas, Fuentes y Chujoy
(2009) sostienen que el centro primario de origen del camote comprende Colombia,
Ecuador y el Norte del Perd. Ademas, si bien los indicios mas antiguos de cultivo de
camote han venido de Peru, se ha encontrado mayor diversidad genética en México que en
Perl (Zhang et al. 2004).



No se conoce con exactitud como fue la introduccion del camote en el continente
africano, pero existen dos alternativas de cémo pudo ocurrir. Una de ellas propone que fue
introducido directamente desde Portugal hacia Angola y Mozambique en el siglo dieciséis
y la siguiente sugiere que el cultivo se difundio entre el siglo diecisiete y diecinueve por
medio de influencias britanicas desde el puerto de Bombay (O’Brien, 1972). En el siglo
dieciocho, cuando el rey de Rwanda invadié Uganda, I. batatas ya era cultivado en el pais
invadido sin embargo no en toda su extension (Wolfe, 1992). Por mucho tiempo, se
consider6 al camote como un alimento de estatus secundario que s6lo era consumido por

personas pobres o en tiempos de hambruna (McMaster, 1962).

El camote es considerado un alimento para la seguridad alimentaria debido a que
tiene una produccién confiable en condiciones de estrés y se desarrolla en suelos pobres o
ligeramente fertilizados de zonas donde se presentan lluvias. En Africa, la produccion de
camote representa el 11% de la produccion global y tanto Uganda como Nigeria estan en
segundo Yy tercer puesto respectivamente de produccion de este cultivo (FAOSTAT, 2010).
Sin embargo, sus mercados de venta y procesamiento no estan desarrollados y son de

pequefia escala.

311 CARACTERISTICAS NUTRICIONALES

El camote es un cultivo altamente nutritivo, del cual se consume mayormente las
raices reservantes pero en algunos paises también se ingieren las hojas (Villareal et al.
1979). Es importante para la alimentacion debido a que contiene vitamina B2, B6, C, y E,
ademas de almidon, B-caroteno, potasio, fésforo, calcio y magnesio (Padmaja, 20009;
Lopez, 1980; Picha, 1985). Su contenido de magnesio encontrado en las raices cubriria el
50% de las necesidades diarias; el 17.3%, 17.4% y 19.6% de hierro, zinc y calcio si se
ingiere 240 g. de camote por dia (Tumwegamire et al. 2011). El contenido promedio de
materia seca en |. batatas esta en el rango de 5.6% - 38.3%, aunque varia segun la variedad
y los factores ambientales (Bradbury & Holloway, 1988; Cereda et al. 1982), y los
carbohidratos representan el 80 - 90% del total de materia seca. Ademas contiene entre
1.3% a 10% de proteinas (Purcell et al. 1972; Splittstoesser, 1977) y antocianinas en las
variedades de pulpa morada, las cuales han mostrado capacidad antioxidativa y

antimutagénica (Konczak-Islam et al. 2003).



El principal pigmento en el camote de pulpa naranja es el B-caroteno (Kimura et
al. 2006) y se ha hallado que su contenido llega a ser mayor que el encontrado en
zanahorias o calabazas (Takahata et al. 1993). Ademas se conoce que existe una
correlacion positiva entre el color y el contenido de carotenoides (Ameny & Wilson, 1997;
Takahata et al. 1993). Por otro lado, la deficiencia de vitamina A en el cuerpo humano
genera ceguera, queratitis y afecta el sistema inmune ante una deficiencia prolongada
(Bates, 1995). Siendo el B-caroteno precursor de la vitamina A, este cultivo tiene un gran
valor para compartir su deficiencia, especialmente en paises en desarrollo donde nifios, y
mujeres en gestacion y lactantes son los méas afectados por una nutricion deficiente (West,
2002).

Gracias a que la disponibilidad diaria de camote por persona en Uganda es de
197.77 g. (FAOSTAT, 2007), el camote se presenta como un cultivo indicado para
incrementar la ingesta de B-caroteno al introducir variedades de pulpa naranja. En Africa
se consume principalmente el camote de pulpa blanca o crema, el cual tiene alto contenido
de almiddn, pero en las ultimas décadas hay gran interés por introducir variedades de pulpa
naranja para asi combatir la deficiencia de vitamina A en la poblacion (Low et al. 2001).
En una evaluacion del germoplasma del Este de Africa se encontraron cultivares con altos
contenidos de caroteno, materia seca y almidon, y bajas cantidades de sacarosa, siendo

muy atractivas para el consumidor de esta region (Tumwegamire et al. 2011).

Generalmente, la raiz del camote se consume hervida, horneada o frita, pero
también en sus formas procesadas como bebidas, harinas, bedidas alcohdlicas y como
dulces (Woolfe, 1992). La fibra es usada como laminas degradables para la agricultura,
mientras que las antocianinas que se encuentran en la pulpa morada sirven como
colorantes (Yoshimoto, 2010). Por otro lado, el follaje ha sido cominmente usado para
alimentar animales de granja en Per( y paises asiaticos (Achata et al. 1990).

3.1.2  PRINCIPALES LIMITACIONES EN EL CULTIVO DE CAMOTE

Los principales factores bioticos limitantes para el cultivo de camote son los
gorgojos (Cylas spp.) y virus, entre estos son los virus los que mas dafio generan sobre I.
batatas (Geddes, 1990). Se han reportado pérdidas en la produccién de raices reservantes

entre 60 y 90% a causa de los gorgojos del camote (Stathers et al. 2003; Ho, 1970;



Subramanian et al. 1977; Mullen, 1984; Jansson et al. 1987; Smit, 1997). Con respecto a
los virus que atacan a este cultivo, SPFMV (Sweet Potato Feathery Mottle Virus) y
SPCSV (Sweet Potato Chlorotic Stunt Virus) son los mas comunes, los cuales pueden
generar una reduccion en la produccion de hasta 98% a causa del complejo viral formado
por los dos virus (Gibson et al. 1998). ElI complejo SPVD ha sido reportado en todo el
mundo pero esta especialmente esparcido en Africa (Hahn, 1979).

3.1.2.1 GORGOJO DEL CAMOTE (Cylas spp.)

El gorgojo del camote (Cylas spp.) es la mayor peste de I. batatas alrededor del
mundo (Southerland, 1986; Wolfe, 1991). Las especies economicamente importantes son
Cylas formicarius, C. Puncticollis, C. Brunneus, estos dos ultimos los principales en
Africa, y Euscsepes postfasciatus (Andrade et al. 2009). Dafia externa e internamente las
raices reservantes (Sutherland, 1986), generando pérdidas en produccion. Cuando las
larvas se alimentan de las raices, inducen la produccion de terpenoides (Uritani et al. 1975)
que dan un sabor desagradable al camote y no permiten su comercializacion. El gorgojo es
mas abundante y perjudicial en épocas secas, ya que a altas temperatura, la tierra se
quiebra y deja las raices reservantes expuestas a este insecto (Sorensen, 2009). El
desconocimiento de los habitos alimenticios de las larvas y la actividad nocturna de los
adultos dificulta la deteccion y control del gorgojo (Downham et al. 2001).

El gorgojo puede ser controlado en los almacenes con fumigantes pero el control
quimico es limitado por su alto costo. Entre los mayores esfuerzos para combatirlo esta el
uso de feromonas para atraerlos a trampas y asi reducir su numero. Esta estrategia fue
evaluada en dos investigaciones, en la primera no se encontrd diferencias en los niveles de
infestacion en raices por el gorgojo pero en el segundo si se hall6 una reduccion (Smit et
al. 2001, Downham et al. 2001). Por otro lado, los caracteres importantes para la
resistencia al gorgojo son densidad de raiz reservante, contenido de materia seca, contenido
de almidén, profundidad de raiz, grosor de ramas y composicion quimica de la raiz
reservante (Sorensen, 2009). Las estrategias tradicionales para combatirlo son plantar y
cosechar tempranamente, rotar cultivos, sumergir el campo al inicio de la temporada y usar

variedades que desarrollen sus raices a mayores profundidades (Andrade et al. 2009).



3.1.2.2 Sweet Potato Feathery Mottle Virus

SPFMV pertenece al género Potyvirus, se presenta en todo lugar donde se cultiva
I. batatas. Cuando ataca a una planta por si s6lo, puede haber ausencia (Gibson et al. 1997)
hasta ligeros sintomas en el hospedero, como manchas cloréticas y manchas anulares
(Moyer & Salazar, 1990) Su transmision ocurre por medio de afidos, entre ellos Aphis
gossypii, Myzus persicae, A. craccivora y Lipaphis erysimi (Loebenstein et al. 2009)
Mediante una comparacion de los genes de capa de proteina del virus, se determiné que
existian cuatro grupos filogenéticos del virus, uno de ellos contenia virus aislados de
Africa del Este, Espafia y Per(, otro de Australia, Africa, Asia, Norte y Sur de América y

el Gltimo grupo contenian aislamientos de Africa, Asia y Sur América (Kreuze et al. 2000).

3.1.2.3 Sweet Potato Chlorotic Stunt Virus

El virus SPCSV, parte del género Crinivirus, se caracteriza por producir
enrollamientos de hojas y ligeras coloraciones amarillentas o moradas en hojas basales
(Gibson et al. 1998). Esta enfermedad es transmitida por medio de la mosca blanca
(Bermisia tabasi, Trialeurodes abutilonea y B. afer) (Valverde et al. 2004; Gamarra et al.
2010). Segun su clasificacion seroldgica, esta categorizado en dos serotipos principales: un
grupo perteneciente al Este de Africa, presente en esta region y en Per(, y el serotipo de
Africa del Oeste que se presenta también en los continentes americanos y la region
mediterranea. Ademas se determin6 que el serotipo de SPCSV presente en Uganda es
distinto al identificado en Nigeria y que ademas provoca sintomas mucho mas severos
(Gibson et al. 1998).

3.1.2.4 Sweet Potato Virus Disease

El complejo viral del camote o sweetpotato virus disease (SPVD) es causado por
la interaccién de SPFMV y SPCSV (Schaefers & Terry, 1976). Cada uno de estos virus
genera sintomas leves en plantas infectadas por s6lo uno de ellos pero cuando una planta
adquiere ambos virus, las cantidades de SPFMV aumentan en gran cantidad dentro del
hospedero y se producen severos sintomas como aclaramiento de venas, clorosis,
arrugamiento y reduccidn en el tamafio de hojas, y enanismo (Karyeija et al. 2000; Gibson
et al. 1998). Las pérdidas debido a SPVD han sido reportadas entre 56%-98% (Gibson &



Aritua, 2002; Aldrich, 1963; Aritua et al. 2001; Mukiibi, 1977; Hahn, 1979; Ngeve &
Bouwkamp, 1991) haciendo de este uno de los mayores problemas en el cultivo de

camote.

La permanencia de virus en Africa estd influenciada por las practicas
agronomicas de la region, debido a que SPFMV a veces no presenta sintomas, los
agricultores seleccionan semilla que aparenta estar limpia pero realmente no lo esta
(Karyeija et al. 1998). Otra observacion realizada en este continente ha sefialado que
mientras mas avanzado sea el estado vegetativo de las plantas de camote, mayor sera la
incidencia del virus debido a que plantas antiguas son fuente de contaminacién de las
nuevas, facilitando asi la propagacion del virus (Kwololo et al. 2007; Gibson & Aritua,
2002; Terry, 1982). También se sabe que los agricultores contindan sembrando variedades
susceptibles a SPVD por su sabor, alto contenido de materia seca, buena produccion y
rapida maduracién (Gasura & Mukasa, 2010).

3.1.25 INCIDENCIA DE VIRUS EN AFRICA

En Africa se han identificado los virus SPFMV, SPCSV, SPMMV, SPCFV,
SPVII, SPCaLV y SPVG (Aritua & Adipala, 2006). Mientras tanto, la incidencia de SPVD
es muy alta en el Este de Africa, al punto que la prioridad para esta region es producir
variedades resistentes al complejo (Karyeija et al. 1998). En Kenia se han identificado
cuatro virus en Kenia: SPFMV, SPCSV, SPMMV (Sweetpotato mild mottle virus) y
SPCFV (Sweetpotato chlorotic flecks virus). Entre ellos, el mas comdn y mas ampliamente
distribuido fue SPFMV (75%), seguido por SPCSV (39%) sdélo como el serotipo del Este
de Africa y SPMMV presente en un 10% de las plantas analizadas. Por otro lado, la
combinacion de virus de mayor frecuencia hallada fue el complejo viral del camote (22%)
(Ateka et al. 2004).

Un estudio en Uganda, se detectd la presencia cuatro virus en campos de I.
batatas: SPFMV, SPCSV (serotipo del Este de Africa), SPCFV y SPMMV (Gibson et al.
1998). De las plantas evaluadas, el 99% contenia el complejo SPVD, convirtiéndolo en un
factor de alto riesgo para el cultivo de camote en este pais. En otra investigacion se registrd
la presencia e incidencia de cinco virus en Uganda: SPFMV (90.2%), SPCSV (89.5%),
SPMMYV (9.6%), SPCFV (8.2%) y SPCaLV (0.2%), estos virus estuvieron presentes en el



63.3% de plantas evaluadas (Aritua et al. 2002). En el mismo pais, otra investigacion
(Mukasa et al. 2003) sefialé que SPCSV (67.5%) era el virus de mayor prevalencia,
seguido por SPFMV (63.8%), SPMMV (24.6%) y SPCFV (5.2%). Ademas se observaron
sintomas de virus diferentes a los identificados. Por otro lado, tanto SPCSV y SPFMV se
encontraron en todas las localidades analizadas y el complejo viral del camote se hallé en
el 32.4% de plantas analizadas.

Siendo SPVD el factor biotico méas perjudicial para el cultivo de I. batatas en
Uganda, se evaluo la recuperacion este cultivo frente al complejo viral (Gasura & Mukasa,
2010). Ellos encontraron que los cultivares susceptibles al virus eran los mas cultivados en
el este de Uganda, el cual se caracteriza por una baja presion del virus. Mientras que los
cultivares resistentes crecian en las regiones oeste y central de Uganda donde la presion de
SPVD es mayor. Adicionalmente, encontraron que el 24% de plantas analizadas se
recuper( de la enfermedad, lo cual indica una alta presencia de cultivares resistentes. Estos
investigadores sugieren que el alto porcentaje de plantas resistentes se debe a que al
escoger semilla para la siguiente campafa, los agricultores eligen las resistentes que
también son de baja produccién y asi se va reduciendo el cultivo de material con alta
produccion pero con susceptibilidad a virus.

3.2 MANEJO DEL CAMOTE EN AFRICA

En Africa ain no existe un sistema de identificacion y caracterizacion de los
cultivares tradicionales, lo cual no permite a los mejoradores rastrear el material liberado
para analizar su desempefio en el campo. Mediante un analisis morfoldgico, se
identificaron duplicados que originalmente tenian nombres diferentes (Yada et al. 2010b).
En una investigacion en Tanzania se encontré que algunos nombres de los cultivares
estaban asociados a las localidades donde habian sido obtenidas o llevaban el nombre de la
persona quien los introdujo (Tairo et al. 2008). Para contrarrestar estos problemas, en
Uganda se ha iniciado un proceso de identificacion de cultivares de camote presentes en su
territorio. En el afio 2005, se colectaron 1303 accesiones de los 21 distritos de mayor
produccion de camote en este pais. Las muestras fueron caracterizadas usando 40
descriptores de la planta (International Potato Center-AVRD-IBPGR) y evaluadas con
respecto a produccidn, resistencia a SPVD vy resistencia a Alternaria brassicae y (Yada et

al. 2010a). Esta informacion se reuniéo en una base de datos denominada Uganda
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Sweetpotato Germplasm Database (USGDB) y se encuentra en linea en

http://www.viazivitamu.org/ugasp_db/index.php.

Los principales sistemas de semilla utilizados en Uganda, Tanzania y Rwanda
han sido descritos (Namanda et al. 2011). Usualmente, los agricultores colectan tallos de
campos en desarrollo con apariencia limpia de cualquier enfermedad para usarlos en una
nueva campafa. Por otro lado, en épocas secas se usan plantas voluntarias como fuente de
esquejes. En estos sistemas, los tallos se entregan libremente. Un recurso de emergencia es
cultivar camote en tierras pantanosas en zonas cercanas a lagos, sin embargo esta préctica
es ilegal. Cuando hay proximidad al agua para el cultivo, se irriga las plantas durante la
época seca y también se pueden utilizar otros cultivos como sombra, entre ellos café, palta
y yuca. En Uganda y Tanzania es muy comdn encontrar cultivos de |. batatas en los patios
de las casas que son regados con agua de desecho del mismo hogar. Las practicas menos
comunes pero que también se realizan son plantar usando raices reservantes o con tallos
desechados de la poda. Sin embargo, usar raices incrementa la aparicion de gorgojos en las
nuevas plantas. Un estudio reportd que los tallos del camote pueden guardarse hasta por
una semana en un lugar frio antes de plantarse, aumentando el tiempo disponible para

trasportarlas entre largas distancias (Yada et al. 2010b)

3.3 MEJORAMIENTO EN CAMOTE

El mejoramiento en plantas tiene como objetivo modificar la genética de las
plantas para obtener caracteristicas deseadas. Esto se puede lograr con técnica simples
como seleccidn segun caracteres favorables hasta el uso de técnicas moleculares como la
seleccion asistida por seleccion genomica (Heffner et al. 2009) vy la transformacion
geneética. Para generar variedades mejoradas primero se deben seleccionar las poblaciones
de progenitores de manera que sean lo suficientemente variables y tengan altas frecuencias
del caracter deseado, y luego realizar recombinaciones entre ellas (Sevilla & Holle, 2004).
Este trabajo fue comunmente llevado a cabo por el mejorador; sin embargo, se ha notado la
necesidad de unir agricultores y mejoradores en el desarrollo de nuevas variedades, en
especial para cultivos que son sembrados a pequefia escala. La estrategia se denomina
mejoramiento participativo y ha probado ser eficiente en la produccién de variedades de
camote (Gibson et al. 2011).
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Una de las metodologias utilizadas en el mejoramiento de camote es la de
explotar la heterosis o vigor hibrido, la cual se refiere al fendmeno de que una progenie
resultante de lineas endogamicas exhiba mejores caracteristicas que sus parentales. Los
programas de mejoramiento en este cultivo tienen como prop6sito aumentar la produccion
de raices reservantes y su valor nutricional (B-caroteno y almidon), asi como superar sus
principales limitaciones, las cuales son los virus y el gorgojo. Entre todos estos, la
prioridad en 1. batatas para el Este de Africa es incorporar genes de resistencia a los virus
que provocan el SPVD en cultivares de alta productividad (Ateka, 2004; Mwololo et al.
2007; Gasura & Mukasa, 2010).

En los ultimos veinte afios, los programas de mejoramiento de Tanzania han
liberado 6 variedades: Jitihada, Mavuno, Simama, Sinia, Ukerewe y Vumilia con rasgos
para buena calidad nutricional y comerciabilidad (Chirimi et al. 1999). Ademés se han
descrito tres formas de seleccion de cultivares resistentes a SPVD practicadas en Africa:
seleccion informal mediada por agricultores, coleccidén de germoplasma local seguido de
una busqueda de genotipos superiores y produccién de genotipos superiores a partir de
parentales resistentes (Karyeija et al. 1998). En Uganda, se han liberado desde cultivares
nativos como Bwanjule, New Kawogo, Tanzania, Wagabolige, SPK004, Ejumula y
Dimbuka-Bukulula (Mwanga et al. 2001, 2007, 2009) hasta variedades mejoradas para
mayor contenido de [3-caroteno y/o resistencia a virus, entre ellas Sowola, NASPOT 1 —
NASPOT8, NASPOT 9 O y NASPOT 10 O (Mwanga et al. 2001, 2003, 2009). Incluso se
liber6 la variedad denominada NASPOT 11, la primera en ser desarrollada con el método

de mejoramiento participativo (Mwanga et al. 2010).

3.4 MARCADORES MOLECULARES

En la caracterizacion molecular de los recursos fitogenéticos, se requiere el uso
de técnicas que permitan conocer la informacion genética que estos portan. Los primeros
métodos utilizados estuvieron basados en las caracteristicas fenotipicas de los individuos.
Sin embargo, ya que estas caracteristicas estan influenciadas por el medio ambiente, no
ofrecen resultados repetibles y por ende, no son confiables. Es asi como las técnicas de
biologia molecular y especialmente las de marcadores moleculares son las mas usadas para
estimar diversidad y relaciones genéticas entre grupos de interés, ya que los marcadores

moleculares no son afectados por el medio ambiente.
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Los marcadores moleculares permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en
las secuencias del ADN entre dos individuos, sin importar su fenotipo. Un marcador ideal
es aquel que es altamente polimdrfico o variable dentro y entre especies, codominante, de
rapida identificacion y simple analisis (Picca et al. 2004). La mayoria de los marcadores
moleculares se clasifican en dos categorias de técnicas usadas, estas son las que se basan
en la hibridacion o en la Reaccion en Cadena de Polimerasa.

En los marcadores detectados por hibridacion se utilizan sondas, las cuales son
fragmentos de ADN o ARN que contienen las bases complementarias para detectar una
secuencia especifica del genoma. Las técnicas mas comunes de este tipo de marcadores
son: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), Numero
variable de repeticiones en tdindem (VNTR) y ADN-Chips (Oligonucleotide arrays). Por
otro lado, los marcadores basados en PCR (Polymerase Chain Reaction) permiten la
generacion de gran numero de marcadores y requieren de cantidades minimas de material
genético. Las técnicas usadas varian entre si en la longitud y secuencia de los cebadores
empleados, condiciones de la PCR y en el método de separacién y deteccion de los
fragmentos (Velasco, 2005). Entre las méas usadas estan: Fragmentos polimorficos de ADN
amplificados aleatoriamente (RAPD), DNA Amplification finger-printing (DAF),
Microsatélites (SSR) y los Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(AFLP).

3.5 MARCADORES MICROSATELITES

Los microsatélites, también conocidos como secuencias sencillas repetidas o
SSRs (Simple Sequence Repeats), son motivos de uno a cuatro nucleétidos repetidos muy
comunes en genomas eucariotas. Los marcadores basados en la amplificacion de
microsatélites fueron utilizados desde 1989 (Tautz, 1989; Weber & May, 1989) y los
primeros en documentar la presencia de microsatélites en plantas fueron Condit y Hubbell
(1991). Segun una busqueda de microsatélites en bancos de datos de plantas a inicios de
los afios noventa, se calculo que su frecuencia era de una por cada cincuenta mil pares de
bases (Morgante & Olivieri, 1993). Asimismo, se determino que el dinucleétido AT era el
mas repetido entre los motivos encontrados. Esta alta presencia de microsatélites en el
genoma, motivo a los investigadores a desarrollar marcadores capaces de identificar estas

repeticiones.
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Las secuencias microsatelites estan clasificadas por el patron de sus repeticiones.
Segin Weber (1990), éstos estdn ordenados en tres grupos: perfectos, imperfectos y
compuestos. Los perfectos son aquellos que tienen un solo motivo de repeticion y carecen
de interrupcion. EIl segundo grupo esta formado por aquellos que contienen interrupciones
entre los elementos repetidos y los compuestos pueden contener mas de un motivo de
repeticion y a su vez presentar o no interrupciones. Por otro lado, existe otra clasificacion
con tres grupos principales: perfectos, compuestos y complejos; usando el término
“interrumpido” para sefialar nucleotidos no repetidos entre los motivos (Chambers &

MacAvoy, 2000). El cuadro 1 muestra ejemplos de esta clasificacion.

Cuadro 1: Tipos de microsatélites segin Chambers y MacAvoy (2000).

Tipo de microsatélite Ejemplo

Perfecto (CA)w0

Perfecto interrumpido (CA)10-TA-(CA)s

Compuesto (CA)10-(CT)e

Compuesto interrumpido (CA)10-AA-(CT)s

Complejo (CA)10-As-(CT)e-TA-(CAA),

Complejo interrumpido Secuencias como las complejas con interrupciones en las

unidades repetidas.

Entre las secuencias de ADN, los microsatélites son los que mas rapido
evolucionan, con una tasa de 10° a 10° eventos por locus por gameto por generacion; lo
que a su vez los hace ampliamente informativos en estudios genéticos (Pemberton et al.
2009). La Figura 1 esquematiza los dos modelos principales de mutacion de estas
secuencias: (i) el entrecruzamiento desigual que se produce cuando las moléculas de ADN
se alinean erréneamente y dan como resultado un alargamiento o acortamiento de los
motivos repetidos, y (ii) el deslizamiento de cadena durante la replicacion (Eisen, 1999),
durante el cual la hebra de ADN se alinea de forma no homdloga y forma un bucle

provocando que se gane o pierdan unidades de repeticion.
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Figura 1: Modelos de mutacion de microsatélites: (A) Entrecruzamiento desigual y (B)

Deslizamiento de cadena.

Los modelos de mutacion vigentes para los microsatélites asumen que las ganancias
0 pérdidas ocurren por unidades de repeticion. Por lo tanto, la variacion en los pesos de
regiones microsatélites amplificadas se basan es esta suposicién. Sin embargo, las
diferencias en pesos de los fragmentos obtenidos no muestran la verdadera naturaleza de
las secuencias, por lo que dos fragmentos del mismo tamafio pueden parecer iguales pero
sus secuencias pueden ser diferentes. El secuenciamiento de fragmentos obtenidos
mediante PCR mostrd que las inserciones y deleciones de nucledtidos eran responsables
del cambio de peso de los alelos y no el nimero de repeticiones. Ademas se observd que
estas mutaciones podian resultar en amplificaciones de tamafios idénticos a pesar de que

los motivos microsatélites presentaban variaciones (Buteler et al. 1999).

Los marcadores microsatélites identifican regiones de ADN que contienen estos
elementos repetidos amplificandolos con cebadores complementarios a las secuencias que
flanquean los microsatélites por medio de una reaccion de PCR. Seguidamente, el producto
de la amplificacion es corrido en geles de poliacrilamida y la deteccion de secuencias se
realiza mediante la tincion de los geles obtenidos o mediante autorradiografias, si se usan
cebadores marcados con radioisotopos. El uso de cebadores marcados con moléculas
quimioluminiscentes y el uso de electroforesis capilar en gel requieren el uso de equipos y
programas informaéticos para la obtencién de informacion genética, pero a la vez aportan
una mejor resolucién en los resultados. Finalmente, las bandas obtenidas constituyen un

locus y los segmentos obtenidos, los cuales tienen distintos tamafios, representan alelos de

15



un mismo locus. El procedimiento de deteccion de marcadores microsatélites se observa en

la Figura 2.
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Figura 2: Proceso de amplificacion y corrida electroforética con cebadores microsatélites.

Ademés de los marcadores microsatélites genomicos, también se esta
incrementando el uso de marcadores microsatélites génicos o EST-SSRs (Expressed
Sequence Tag-SSR), cuyas siglas EST indican que son obtenidos de bases de datos de
marcadores de secuencias expresadas. Al provenir de secuencias de ADN traducido, se les
utiliza para amplificar loci microsatélites presentes en genes y asi intentar asociar patrones
genéticos con variaciones fenotipicas o funciones bioldgicas. Los EST-SSR se caracterizan
por ser de alta calidad, son Utiles para estimar relaciones genéticas y pueden ser usados en
especies para las cuales hay pocos marcadores y pocas secuencias disponibles (Varshney et
al. 2005). En comparacion con los microsatélites gendmicos son menos polimorficos, pero
en algunos estudios han mostrado ser altamente polimoérficos (Fraser et al. 2004). El
disefio de estos cebadores es bastante simple ya que existen diversos programas
informaticos especializados en la busqueda de microsatélites disponibles en la web como
MISA (Microsatellite identification tool, http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/), SPUTNIK
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(Abajian, 1994), Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/history.php), SSR Locator (Maia
et al. 2008), SSR Finder (Gao et al. 2003), entre otros.

351 VENTAJAS DE LOS MARCADORES MICROSATELITES

Los marcadores SSR son ampliamente usados debido a que son codominantes,
frecuentes, estables, multialélicos, de herencia mendeliana simple, reproducibles y
facilmente analizables y tienen un elevado contenido de informacion de polimorfismo
(PIC). Ademas, se encuentran distribuidos al azar en el genoma, lo que permite una amplia
cobertura en el analisis de genotipos. Por estas caracteristicas son apropiados para la
identificacion de genotipos, el estudio de genética de poblaciones, estudios de ligamiento y
mapeo genético (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Los sitios microsatélites estan
conservados en especies emparentadas, por lo cual se pueden usar los mismos cebadores
entre ellas (Menottiraymond & Obrien, 1995). Por lo tanto, encontrar informacién de una
misma secuencia de microsatélites en una variedad de generos permitiria un analisis mas

exhaustivo de diferenciacion entre especies (Jarret & Bowen, 1994).

3.5.2 LIMITACIONES DE LOS MARCADORES MICROSATELITES

Uno de los mayores obstaculos en la implementacion de marcadores microsatélites
ha sido el trabajo previo para su utilizacion. Desarrollar uno de estos marcadores implica
tener conocimiento de al menos parte de la secuencia genética del organismo en estudio.
En el pasado, esto implicaba que cada grupo de investigacion debia construir una
biblioteca de ADN genémico o complementario, para luego realizar una seleccién con
sondas sintéticas. Luego, realizarian un secuenciamiento de las secuencias seleccionadas e
identificarian los cebadores que usarian. Actualmente, la creciente informacion disponible
en bancos de datos como GenBank (NCBI) y EMBL permiten obviar varios pasos en la
obtencion de cebadores microsatélites y sé6lo hace falta realizar una busqueda de
marcadores utilizando un programa informatico especializado para ello. Sin embargo, ain
no todas las especies han sido secuenciadas, ni se ha iniciado un estudio genético en ellas,
por lo que sus investigadores se enfrentan al costo y tiempo que implica disefar

marcadores microsatélites desde el inicio.
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El aislamiento y caracterizacion de microsatélites es demandante ya que no todos
los marcadores identificados son polimoérficos. Ademas los cebadores deben ser
secuenciados y probados para determinar si son dtiles. Del total de cebadores
microsatélites disefiados por un grupo de investigacion, se encontrd que el 50% fueron
atiles (Jarret & Bowen, 1994). Adicionalmente, se ha reportado una eficiencia de
amplificacion del 87% en marcadores EST-SSRs disefiados (Schafleiner et al. 2010). Por
otro lado, se ha hallado un rango de éxito de amplificacion de 60% a 90% de marcadores

tanto gendmicos como génicos en diversos estudios (Varshney et al. 2005).

3.5.3 USO DE MARCADORES MICROSATELITES EN CAMOTE

Para el camote, se han desarrollado marcadores microsatélites y han sido usados
con éxito para el analisis genético de este cultivo (McGregor et al. 2000, Zhang et al.
2001, Gichuru et al. 2006, Yada et al. 2010, Tumwegamire et al. 2011). Cuando se
evaluaron los cebadores disefiados por Buteler et al. (1999), se determiné que tenian una
alta capacidad discriminatoria debido a que fue posible diferenciar 113 accesiones con sélo
cuatro cebadores (Zhang et al. 2001). Otro grupo de investigacion desarroll6 27 pares de
cebadores microsatélites genémicos y 75 génicos con una eficiencia de 34% y 50%,
respectivamente (Hu et al. 2004). Ademas lograron identificar locus asociados con

regiones de proteinas con funciones conocidas y otras desconocidas.

3.6 DIVERSIDAD GENETICA

En el mejoramiento de cultivos, el conocimiento de la diversidad genética de
germoplasma, lineas de mejoramiento y variedades es requerido para desarrollar
estrategias eficientes a partir del material genético disponible. El andlisis de la diversidad
genética es el proceso mediante el cual se analiza la variacion entre individuos o grupos de
individuos o de poblaciones mediante un método especifico o una combinacion de estos
(Mohammadi & Prassana, 2003). Para medir la diversidad genética se analiza la variacion
geneética, la cual se refiere a dos conceptos segun Frankel y colaboradores (1995):
“riqueza” de una poblacion o muestra, la cual es el nimero total de genotipos o alelos
presentes en la poblacion, y “uniformidad” o frecuencia de distintos alelos dentro de la

poblacién o muestras analizadas.
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3.6.1 DISTANCIA GENETICA

La distancia genética es una medida cuantitativa de la diferencia genética, a un
nivel de secuencias o de frecuencia de alelos, la cual se calcula entre individuos,
poblaciones o especies (Beaumont et al. 1998). La distancia genética usualmente se calcula
con métodos euclideanos para datos morfoldgicos. Por otro lado, la informacién
proveniente de marcadores moleculares se utiliza para generar matrices binarias que seran
analizadas estadisticamente mediante distintos coeficientes de similitud genética, entre los
cuales estan el coeficiente de Nei-Li (1979), coeficiente de Jaccard (1908), coeficiente de
Simple Matching (Sokal & Michener, 1958) y la distancia modificada de Roger (Wright,
1978; Goodman & Stuber, 1983).

De todos los coeficientes mencionados, el de Jaccard toma en consideracion solo
las coincidencias entre bandas presentes e ignora los pares en los cuales una banda estuvo
ausente. Este coeficiente le da méas valor a la presencia de bandas, ya que indican mayor
similitud que un Ngo porque existen diversas razones para la ausencia de bandas, el Ngg no
refleja identidad por descendencia sino identidad de estado (Mohammadi & Prasanna,
2003). Al usar marcadores codominantes, tanto Jaccard como Nei-Li pueden resultar en
distancias genéticas idénticas dentro de lineas de entrecruzamiento pero ambas tienen
distribuciones estadisticas desconocidas, lo cual no permite calcular la varianza ni el
intervalo de confianza. Para sobrellevar esta limitacion, se puede utilizar la técnica de
bootstrap y asi estimar la varianza (Brown, 1994). El coeficiente de Jaccard se estima

segun la siguiente formula:

Nyy
Nyjy + Nyg + Ngg

DGy =1-

donde Ni; es el nimero de bandas presentes en ambos individuos, Nio es el numero de
bandas presentes sélo en el individuo i y No; es el nimero de bandas presentes s6lo en el

individuo j.
3.6.2 DIFERENCIACION GENETICA ENTRE POBLACIONES
Muchas veces es necesario calcular cuan diferentes son dos poblaciones y sub-

poblaciones genéticamente. Para determinar esta diferencia los estadisticos F de Wright

(1951) permiten comparar poblaciones entre ellas y dentro de ellas. Wright utiliza tres
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coeficientes para estimar (i) la correlacién de genes entre los individuos de todas las
poblaciones Fr, (ii) la correlacion de genes de distintos individuos en la misma poblacion
Fst y (iii) la correlacion de genes de los individuos dentro de las poblaciones (F;s). La
relacién entre coeficientes es la siguiente:
Fst= (Fir — Fis)/1-Fis

Fst es un valor positivo que varia de 0 a 1, tiene su menor valor cuando las sub-
poblaciones son idénticas en frecuencia de alelos y su valor es uno cuando las sub-
poblaciones tienen distintos alelos. Fis y Fir son medidas que cuando son positivas indican

deficiencia de heterocigotos pero cuando son negativas indican exceso de estos.

3.7 ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

El anélisis de agrupamiento se refiere a un grupo de técnicas multivariadas cuyo
propdsito es agrupar individuos u objetos basandose en las caracteristicas que poseen, de
manera gue los individuos con descripciones similares se ordenen juntos (Hair et al. 1995).
Existen dos tipos de métodos de agrupamiento, el primero es el basado en distancias y el
segundo es el basado en modelos. Aquellos basados en distancias pueden ser clasificados
como jerarquicos y no jerarquicos. Los métodos jerarquicos son los mas usados en los
analisis de diversidad genética y se construyen juntando o separando grupos de individuos.
Los métodos aglomerativos siguen el principio del primer método, primero tienen tantos
grupos como individuos, aquellos similares se ordenan juntos y a medida g se agregan

individuos se van agrupando segun su similitud.

El método de ligamiento promedio no ponderado o UPGMA (Unweighted pair-
group method using aritmethic averages) (Sneath & Sokal, 1973) es un método
aglomerativo y es el algoritmo mas utilizado entre los de su clase. Este algoritmo permite
una agrupacion consistente de material biologico con respecto a grupos de heterosis y
pedigree previamente conocidos (Mohammadi & Prassana, 2003; Ajmone-Marsan et al.
1992; Mohna et al. 1992; Mumm et al. 1994). También ha mostrado altos valores de
correlacion cofenética (Rincon et al. 1996; Lombard et al. 2000), este coeficiente
determina si el método es apropiado para un analisis en particular, y ha sido capaz de
estructurar con mayor eficacia relaciones conocidas que el método de Single Linkage pero
con la misma eficiencia que el método de Ward (Milligan & Cooper, 1985). Si bien el

método UPGMA es muy eficiente, siempre es recomendable generar un analisis de
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remuestreo con bootstrap para determinar cuan confiables son los nodos del arbol obtenido
(Mohammadi & Prassana, 2003). Otra estrategia para aumentar la confiabilidad de la
topologia con este algoritmo es utilizar un mayor numero de marcadores en el analisis de

material genético (Highton, 1993).

3.8 ANTECEDENTES

Desde la implementacion de las técnicas moleculares en el estudio del camote, su
uso se ha extendido con diversos propositos. Inicialmente, las investigaciones apuntaban a
determinar el vinculo entre Ipomoea batatas y las especies que se asumian estar
relacionadas a ella (Jarret, Gawel & Whittemore, 1992; Jarret & Austin, 1994). Estas
técnicas también han sido utilizadas para la identificacion de cultivares (Connolly et al.
1994), incluyendo el uso de isoenzimas (Kennedy & Thompson, 1991) por su bajo costo y
efectividad.

En la determinacion de especies relacionadas a |. batatas, varios han sido los
esfuerzos para lograr identificar a los ancestros del camote. En un analisis usando RAPDs,
se compararon accesiones de camote con ocho especies de Ipomoea y se observo que |I.
tabascana, I. trifida e I. batatas var. apiculata eran las especies mas cercanas a la especie
cultivada (Jarret & Austin, 1994). Cuando se compard el camote con especies de la serie
Batatas usando marcadores ISSR se hall6 que |I. trifida era la mas relacionada
genéticamente a |. batatas, sin embargo no se incluyo6 I. tabascana (Huang & Sun, 2000;
Hu et al. 2003). En otro estudio se incluyd a esta especie en una comparacion mediante
secuencias del gen de B-amilasa y se encontré que tanto 1. trifida como I. tabascana eran

las especies mas relacionadas a I. batatas (Rajapakse et al. 2004).

Entre los enfoques més tratados en este cultivo estan la investigacion de la
naturaleza de su dispersion en el mundo; asi como el estudio de la diversidad genética y las
relaciones genéticas entre clones. Usando RAPDs, se hallé una alta diversidad accesiones
de camote de varios paises, lo cual fue atribuido a la auto-incompatibilidad del camote y su
naturaleza alogama (He et al. 1995). Ademas se observo que genotipos de América del Sur
y América Central se ordenaron juntos, las accesiones de Estados Unidos tenian una alta
similaridad y se agrupaban pero las muestras provenientes de Papua Nueva Guinea se

ubicaron de forma difusa en el dendograma. Por otro lado, ya que Austin (1988) habia
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postulado que el centro de origen del camote se encontraba entre la Peninsula de Yucatan y
el Rio Orinoco en Venezuela y que Oceania era un centro secundario de diversidad, los
estudios de diversidad apuntaron a probar las propuestas. Algunos resultados respaldaron
esta hipotesis, ya que accesiones de Papua Nueva Guinea mostraron una alta diversidad
genética y a la vez fueron estadisticamente diferentes a genotipos provenientes de
Suramérica (Zhang et al. 1998, 2000). También hallaron un alto nivel de diversidad entre

especies en América Central usando marcadores AFLP.

Otro estudio realizado con marcadores RAPD evalu6 genotipos de seis regiones
del mundo: Suramérica, Centroamérica y el Caribe, Estados Unidos, Africa, Asia y
Oceania (Gichuki, 2003). Segun los resultados era posible que el centro primario de
diversidad para el camote consistiera de dos acervos génicos, uno proveniente de
Centroamérica y el Caribe, y otro de Suramérica. Ademas, se encontré que los genotipos
de América Central y el Caribe tenian una relacion cercana a los genotipos de las demés
regiones, lo cual sugeria que la dispersion del cultivo comenzé desde la region central de
Ameérica hacia el mundo. Por otro lado, los clones africanos y sudamericanos mostraron
tener una distancia genética significativa frente a todos los demas grupos evaluados, menos

uno para Sudamérica.

En una nueva investigacion con respecto al origen de |. batatas. se analizaron
accesiones provenientes desde Peru hasta México usando marcadores microsatélites de
cloroplastos y nucleares (Roullier et al. 2011). En base a los resultados, se postuld que
pudieron ocurrir dos eventos de domesticacion para el camote, uno en la zona noroeste de
América del Sur y otra en la region de América Central y el Caribe. Por otro lado, se
coincidio con anteriores estudios en que el camote fue difundido desde la region tropical

de América.

El estudio de la diversidad genética del camote es vital para la seleccion de una
coleccidn nacleo, asi como para el desarrollo de técnicas de mejoramiento. Por lo tanto, en
los altimos afios varios estudios se han enfocado en estudiar la variabilidad y diversidad de
los cultivares presentes en distintas zonas geograficas. Cultivares chilenos fueron
evaluados con RAPDs se hall6 que estos eran casi uniformes y por lo tanto tenian una
variabilidad genética muy pequefa (Sagredo et al. 1998). En otro estudio, se analizaron

accesiones de Papua Nueva Guinea (Fajardo et al. 2002), segun los resultados la
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diversidad genética era relativamente limitada y en el dendograma obtenido se observo dos
grupos principales, uno de ellos contenia los genotipos de la isla Nueva Irlanda y el otro
estaba compuesto por accesiones de la isla Nueva Guinea. Al evaluar cultivares élite de
Taiwan, China y Japon que serian usados en policruzas, se observo que las accesiones
chinas y japonesas se agrupaban juntas y separadas de aquellas provenientes de Taiwéan
(Tseng et al. 2002). Un andlisis mediante ISSRs de cultivares nativos de China (Xue-qgin et
al. 2007) determind que en aquel pais existen cultivares con diversos origenes genéticos y

que las variedades nativas varian mucho entre ellas.

Cultivares nativos de Brasil analizados con marcadores SSR mostraron un alto
grado de polimorfismo y alta diversidad genética (Veasey et al. 2008). En esta poblacién
se observo que la mayor diversidad genética se encontraba dentro de los campos donde se
realizo la colecta, en lugar de encontrarse entre comunidades y lo atribuyeron al manejo y
sistema de intercambio entre los agricultores. En Argentina (Arizio et al. 2008) se usaron
marcadores microsatélites para identificar genotipicamente accesiones locales, de otros
paises y material de mejoramiento. En el analisis de agrupamientos observaron grupos en
los que predominaba el color de piel de raices y obtuvieron una variabilidad genética alta.
Al comparar las accesiones argentinas con las de otros paises obtuvieron que la variacién
dentro de cada region aportaba el 97.1% de la variancia total, sugiriendo que Argentina

tiene un germoplasma heterogéneo.

En India, se han evaluado accesiones de camote usadas para mejoramiento y la
progenie resultante por medio de caracteres morfoldgicos. Un amplio estudio fue realizado
en 250 hibridos de un cruzamiento de parentales de pulpa blanca y pulpa naranja (Vimala
& Hariprakash, 2011a). Se obtuvo una alta variabilidad morfolégica y se observé que el
color de pulpa tenia una correlacion positivamente con el dulzor y sabor de las raices. Sin
embargo, no se encontrd ninguna correlacion entre caracteres morfologicos y produccion.
También se estudio la variabilidad de accesiones de camote de pulpa naranja con respecto
a su produccion de raices reservantes, contenido de B-caroteno y materia seca (Vimala et
al. 2011b). Se encontro un alto rango de variabilidad en estos caracteres, ademas de un alto
valor de produccion y una relacion entre contenido de -caroteno y el color de pulpa de la
raiz, como en reportes anteriores (Zhang & Xie, 1988; Lin et al. 1989). Ademas se
confirmd la relacion negativa entre contenido de materia seca y la intensidad del color

naranja en raices (Hernandez et al. 1967; Simone et al. 1993).
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El germoplasma africano ha sido caracterizado morfoldgica y agronémicamente.
Una coleccién de germoplasma de Tanzania (Tairo et al. 2008) fue evaluada con este tipo
de caracteres y se hallé que existia una baja variabilidad entre las accesiones y presencia
de duplicados. Por otro lado, el agrupamiento realizado con datos morfolégicos produjo un
dendograma con dos grupos principales sin ninguna relacion con las zonas agroecoldgicas.
Sin embargo, se observd variacion significativa en el germoplasma para los rasgos de
numero de raices por planta, peso de raices y contenido de materia seca. Ademas se
observo una correlacion negativa significativa entre el peso fresco de las raices y su
contenido de materia seca. Al evaluar material del mismo pais mediante descriptores
morfologicos y se obtuvo un alto nivel de diversidad fenotipica, pero también altos
coeficientes de variacion fenotipica (Elameen et al. 2011). Se determindé que los caracteres
de menor heredabilidad fueron: rasgos de venas, hojas y raices reservantes (menos tamafo
de hoja madura y color de hoja madura), defectos en la raiz, color secundario de piel, color
y distribucion secundaria de pulpa de la raiz; mientras aquellos de mayor heredabilidad
fueron: color predominante de de tallo, tipo de lobulos, pigmentacion de vena,
pigmentacion del peciolo, color predominante de piel y color predominante de pulpa de la

raiz.

Germoplasma de Ghana fue caracterizado agro-morfolégicamente (Kaledzi,
2010) hallandose cultivares de posible interés ya que presentaban forma de raiz eliptica,
color de pulpa crema, profundidad de raiz intermedia y ausencia o baja oxidacién en la
mayoria de ellos. En otra caracterizacion morfoldgica de germoplasma de Uganda, se
observo que la coleccion era altamente diversa. Ademas se encontraron duplicados y se
determind que los caracteres relacionados a pigmentacion y a los l6bulos de las hojas eran
los mas efectivos para caracterizar el camote (Yada et al. 2010b). Entre los rasgos
evaluados, encontraron que los colores predominantes de pulpa eran crema y blanco (70%)
y encontraron accesiones con corteza de raiz gruesa especialmente en la region noreste, la
cual ha sido reportada con alta presién de gorgojos (Story et al. 1999). También
obtuvieron un dendograma en el que no se observd relacion entre agrupamientos y
distribucion geogréfica. También se realiz6 una evaluacion del germoplasma del Este de
Africa de acuerdo a su contenido de materia seca, proteina, almidon, sacarosa, B-caroteno,
hierro, zinc, calcio y magnesio (Tumwegamire et al. 2011). Se encontrd que el camote de
esta region tiene mayor cantidad de materia seca y contenido de almidon, y menor

contenido de sacarosa que aquellos cultivados en otras partes del mundo. Sus resultados
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confirmaron la relacién positiva entre contenido de almidon y materia seca, asi como la

correlacion negativa de ambos con el contenido de B-caroteno.

Ademas de realizarse andlisis morfoldgicos del germoplasma africano, también
ha sido evaluado mediante diversos marcadores. En uno de estos estudios se analizaron 57
cultivares nativos del Este de Africa con cuatro marcadores microsatélites (Gichuru et al.
2006). Los investigadores observaron que no habia relacion distinguible entre el origen
geografico de los clones y su ordenamiento dentro del dendograma obtenido usando el
algoritmo UPGMA. Sin embargo, sefialaron que cultivares provenientes de Tanzania
tenian la tendencia de agruparse juntos, sugiriendo que eran genéticamente diferentes del
resto. Posteriormente, se obtuvieron resultados similares al contrastar germoplasma de
Tanzania con accesiones de Per(, Africa, Asia y Estados Unidos mediante marcadores
AFLP (Elameen et al. 2008). Nuevamente, la mayoria de las accesiones de Tanzania se
agruparon en un mismo grupo, mas no se observé agrupamientos debido a su procedencia
geografica. Segun sus resultados, determinaron que existia poca variacion genética entre
regiones pero alta variacion dentro de cada una. Cuando se evaluo la diversidad fenotipica
de la misma poblacion y se la comparé con los resultados previos, no se hall6 una

correlacion entre datos morfol6gicos y moleculares (AFLP) (Elamen et al. 2011).

El germoplasma de Uganda fue caracterizado usando marcadores microsatélites
(Yada et al. 2010c) y se determiné que existia una alta diversidad genética en este. Segun
el dendograma que obtuvieron, las accesiones de camote no se agruparon segun origen
geografico, sin embargo si se lograron identificaron duplicados que no habian sido
diferenciados morfol6gicamente. En el 2011 se realiz6 un estudio para comparar cultivares
de camote con pulpa naranja y pulpa blanca provenientes del Este de Africa utilizando 26
marcadores microsatélites (Tumwegamire et al. 2011). Se observo que ninguno de los sub-
grupos formados contenia accesiones del mismo pais ni del mismo color de pulpa, lo que
estaba de acuerdo a los resultados de Gichuru (2006). Por otro lado, los cultivares del Este
de Africa mostraron altas distancias genéticas en comparacion a las variedades no
africanas, lo cual sugeria que las variedades de camote de pulpa naranja africanas habrian

evolucionado de manera distinta de aquellas originadas en otras regiones.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron 148 accesiones de camote (Cuadro 2), entre ellas cultivares nativos
de Tanzania, Uganda, Zambia, Kenia, Rwanda y Mozambique. Ademas se incluyeron
variedades representativas de América, Asia y Oceania. Los datos pasaporte y de color de
pulpa de las accesiones usadas se encuentran en el Anexo 1.

Cuadro 2: Datos de las accesiones de camote utilizadas.

Caodigo Accesion Pais de Origen Region geogréfica
1A Carrot-C Tanzania Africa
2A Ejumula Uganda Africa
3A Resisto Estados Unidos Estados Unidos
4A Zambezi Zambia Africa
5A Carrot Dar Tanzania Africa
6A Mayai Tanzania Africa
7A Abuket 1 Uganda Africa
8A SN Uganda Africa
9A Osapat Uganda Africa
10A Osukut Uganda Africa
11A Obuogo Kenia Africa
12A Opaade Uganda Africa
13A Kakoba Uganda Africa
14A Sponge Kenia Africa
15A Epura Amojong Uganda Africa




Cadigo Accesion Pais de Origen Region geogréafica
16A Oguroirwe Kenia Africa
17A Anyumel Uganda Africa
18A Oleke Uganda Africa
19A Kalobo Uganda Africa
20A Rwabuganda Uganda Africa
21A Kibogo Uganda Africa
22A NK318L NaCRRI ND
23A Santo Amaro Brasil América del Sur
24A SN Uganda Africa
25A Kyebandira 2 Uganda Africa
26A Anamoyito Uganda Africa
27A Dimbuka 2 Uganda Africa
28A Mary Uganda Africa
30A Rainha Mozambique Africa
31A TIS 9265 IHTA ND
32A TIS 9101 IHTA ND
33A WT-237 ND ND
34A Tororo 3 Uganda Africa
35A Silk omuyaka Uganda Africa
36A Kyebandula Uganda Africa
37A Koromojo Uganda Africa
38A Tedolo Keren | Uganda Africa
39A Liralira Uganda Africa
42A Kahungezi Uganda Africa
43A Burundi Uganda Africa
44A SN Uganda Africa
45A Kalebe Uganda Africa
46A Kibanda Uganda Africa




Caodigo Accesion Pais de Origen Regidon geogréfica
47A SN Uganda Africa
48A Bunduguza Uganda Africa
49A Bundugaza empyaka Uganda Africa
50A Dimbuka obuleku Uganda Africa
51A Dimbuka Uganda Africa
52A Silk Uganda Africa
53A Otada Uganda Africa
54A Tanzania Uganda Africa
55A Naspot 1 NAARI ND
56A Kasoga Uganda Africa
57A Jewel Estados Unidos Estados Unidos
58A Beauregard Estados Unidos Estados Unidos
59A Naspot 5 NAARI ND
60A Kyabafuluki Uganda Africa
61A Caromex Estados Unidos Estados Unidos
62A Excel Estados Unidos Estados Unidos
63A Zapallo Peru América del Sur
64A Tainung 64 Taiwan Asia
65A Naspot 5/58 ND ND
66A KMI59 Kampala Red Uganda Africa
67A W-115 ND ND
68A Silk Uganda Africa
69A K-118 Kenia ND
70A Naspot 3 NaCRRI ND
71A K-566632 Kenia ND
72A Magabari Uganda Africa
73A SN Uganda Africa
74A Dar-es-Salaam Carrot Uganda Africa




Caodigo Accesion Pais de Origen Regidn geogréafica
75A Suwedi Uganda Africa
76A SN Uganda Africa
T7A 199062.1 CIP-HQ ND
78A Tuulansime Uganda Africa
79A Bungoma Uganda Africa
80A Duduma 2 Uganda Africa
81A SN Uganda Africa
82A Dduka Enzala Uganda Africa
84A Koromojo Red Uganda Africa
85A Bikiramaria Uganda Africa
87A SN Uganda Africa
88A SN Uganda Africa
89A SN Uganda Africa
91A SN Uganda Africa
92A Oketodede Uganda Africa
93A Nylon Uganda Africa
94A SN Uganda Africa
95A Uganda Mali Uganda Africa
96A SN Uganda Africa
97A SN Uganda Africa
98A Munafu Dimbuka Uganda Africa
99A SN Uganda Africa
100A Mugiga Uganda Africa

1B Bunduguza 2 Uganda Africa
2B Kigaire Uganda Africa
3B Namusoga Uganda Africa
4B SN Uganda Africa
6B Koromojo Red Uganda Africa




Cadigo Accesion Pais de Origen Region geogréfica

7B Bunduguza Empyaka 2 Uganda Africa

8B Gulu Uganda Africa

10B Dimbuka Uganda Africa

11B Wagabolige Uganda Africa

12B New Kawogo Uganda Africa

13B Ukerewe Tanzania Africa

14B Bitambi Uganda Africa

15B Sowola NaCRRI ND

16B SN Uganda Africa

17B Karebe Uganda Africa

18B Naspot 7 NaCRRI ND

19B Naspot 9 O NaCRRI ND

20B Naspot 10 O NaCRRI ND

21B NK1081L NaCRRI ND

22B NK259L NaCRRI ND

23B DLP 3163 Perd América del Sur
24B Huarmeyano Per América del Sur
25B Semanda Uganda Africa

26B SN Uganda Africa

27B Mukoma Uganda Africa

28B Silimu Uganda Africa

29B SN Uganda Africa

30B SN Uganda Africa

31B SN Uganda Africa

32B Dimbuka-Bukulula Uganda Africa

33B Dagadaga Uganda Africa

34B Kawogo Old Uganda Africa

35B Kigabali Uganda Africa




Caodigo Accesion Pais de Origen Regidn geogréafica
36B Kamamanzi Uganda Africa
37B SN Uganda Africa
38B Wolunganda Uganda Africa
398 SPK004 Kenia Africa
40B BND145L NaCRRI ND
41B Tengerere Uganda Africa
42B Mpaifumbiro Uganda Africa
43B Mpambire Uganda Africa
44B Tanzania Uganda Africa
45B Shock Uganda Africa
46B Silk Uganda Africa
47B Malagalia Uganda Africa
48B Mbale Uganda Africa
49B Kala Uganda Africa
50B Mugande Rwanda Africa

1C Jonathan Perd América del Sur
2C Xushul8 China Asia

3C Yanshul China Asia

4C Naveto Papua Nueva Guinea ND

5C Resisto (CIP) Estados Unidos Estados Unidos
6C SPK004 (CIP) Uganda Africa

SN = sin nombre, ND = no determinado. A = accesion perteneciente al grupo A, B =
accesion perteneciente al grupo B.



42 EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 una extraccion de ADN a mediana escala segin la metodologia de
Murray y Thompson (1980) a partir de hojas liofilizadas. Seguidamente, se efectto un
tratamiento de degradacion de ARN utilizando ARNasa 12mg/mL (Macherey-Nagel). El
protocolo usado en este trabajo se encuentra descrito en el Anexo 2.

43 DETERMINACION DE CALIDAD Y CONCENTRACION DE ADN

Para determinar la calidad del ADN obtenido se realiz6 una electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1%. Para cada muestra se agregd 8.87 pL de la solucién
de carga (Anexo 4), 0.13 uL de Gel Red ™ y 1uL de ADN. Se comparo cada accesion con
un marcador de peso molecular, fago lambda digerido con la enzima Pstl (280ng
ADN/pL). Se consideré que el material obtenido era de buena calidad si no mostraba un
patron de barrido y si se observaba una banda definida. La concentracion de ADN se
calcul6 utilizando el espectrofotdémetro NanoDrop 1000 de Thermo Scientific y a partir de
estos datos se diluyd el ADN hasta una concentracion de 30ng/pL usando la solucién
tampdn TyoEo 1.

4.4  AMPLIFICACION DE MARCADORES MICROSATELITES

Se realizaron amplificaciones con cebadores de marcadores microsatélites
siguiendo un protocolo probado en trabajos previos en el Centro Internacional de la Papa,
en los laboratorios de biologia aplicada. Las amplificaciones se realizaron a un volumen
final de PCR de 10uL para cada reaccion. Cada una de ellas consistié de 8uL de master
mix y 2 uL de ADN vegetal a una concentracion de 30ng/pL. El programa usado en el
termociclador consistio en un primer paso de 94°C por 4 minutos, después se repitio 29
ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por un minuto, alineamiento por un minuto y extension
a 72°C por un minuto. Luego, se tuvo un paso de extension final a 72°C por siete minutos
y finalmente la temperatura bajo a 4°C hasta la transferencia de las muestras a -20°C. Las
temperaturas de alineamiento para la PCR variaron segun el cebador utilizado en la

amplificacion, segun el Cuadro 3.
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Cuadro 3: Cebadores de los 31 marcadores microsatélites utilizados.

Nombre

Temperatura

cebador | alineamiento Motivo Secuencia de cebadores
022 | 58| CTHCACTI | gt ATGOCAGACTGAAMATOGAACA
I I e
oat | | Cme | e
BOPL| 8| (ACON | g GAACAACAACAAAAGGTAGAGCAG
bC5 | 62 | (MM | p ACTORTCOTCOALGTAGGTT.
o | w | o |
bE2 | 62 | (T | pay AGGCGGAGGCTGATAATOA
oo | | o |
bitea | ST | (AR | ol CCTCAGCTTCTGOGARACAG
ooy | s | owos | maoecreerecel
o | 51| (onom |
o | @ | on, | ot
b J664E - (CTT)6 Fw: .CACATGCCATGGACGCTCCAA
Rev: GATTCTTCTCCTTCCAGCTCCT
| w | one | e
ON24 |0 | (TARGAMTAR | ol (TG ARG T TGAGGTCAGGAAAATC
o | s | oar |
pi | | (ron | comesereneneTer
BSUT | 85 | (OO | ool GARGTOOAACTACGARACATOA
BSWO | 80 | (AGAN | i TACTAGCOCTGOARCCTTAT
IBS169 53 (TTG)s Fw: CGTACTATGTTTCCCCCATTAC

Rev: AATGCATCTACCCTCCTTACAC




Ele(i)rzg ;i Zﬁr:eger;?;ﬁtrs Motivo Secuencia de cebadores
5199 | 00 | (AAr | puv ATAGGTCCATATACAATGCCAS
bV | 80 | (BCOHGC | o GANTGARATACAGTOACCCBAGAS
bV | 2| (AOAR | piy GCOATCTGAGAMGGTGATAATTG
bYI | %5 | (ATOMAT | pey TOTAATCTCATOOATIGETCOTAG
bYSL | % | (9CGKG | piy craTcoToAcATICAGCAGCAS
BYS2 | %5 | (000 | py CAGATACTOTCACCARCACTOAAGA
bYS | %5 | (S9AKG | e GGGGOAAMAGGTCITATICATAT
0S4 | 57 | ST | o aMCTATICTSCACAACTAGATGETC
oY | % | (O | pasacceseacTIoTCTTGACTSET
bYS | % | (6% | ey asrrrcerricTesacecTrer
IbY60 62 (TAT)s Fw: TCTCTCTGTTATGTTATGGTGATGG

Rev: GCGTTTTACAAGATTCAGAAACCAC

45 ELECTROFORESIS Y DETECCION DE BANDAS

A los productos de PCR se les adicioné 6L de solucién de detencién de LI-COR®

y pasaron por un ciclo de desnaturalizacién a 94°C por cinco minutos antes de ser corridos

en geles de poliacrilamida en el equipo DNA Analyzer 4000 (LI-COR®). Los resultados

fueron observados con el software Saga Evolution (LI-COR®) y las bandas obtenidas se

identificaron mediante la comparacién con un marcador de peso molecular corrido en

todos los geles de poliacrilamida. Ademéas se determind el patrén de bandas de cada

cebador y se asigno el peso molecular correspondiente a cada banda observada.



46  ANALISIS DE VARIABILIDAD
4.6.1 NUMERO DE ALELOS POR LOCUS

Se determino el nimero de alelos por locus tomando en cuenta que los alelos fueran
claramente distinguibles, que se encontraran dentro del rango de peso esperado y que

pudieran ser utilizados para determinar presencia o ausencia de bandas.
4.6.2 PORCENTAJE DE LOCI POLIMORFICOS

Segun el namero de loci polimorficos se obtuvo el porcentaje de ellos en el trabajo
realizado. Se considerd a un locus como polimorfico cuando su alelo mas comdn tuvo una

presencia menor al 99% del total de muestras analizadas (Aranguren-Méndez et al. 2005).
4.6.3 INDICE DE CONTENIDO POLIMORFICO (PIC)

El PIC es un valor que puede estar entre 0 y 1, el cual refleja el poder informativo
de un marcador en la poblacion. El caracter de informativo esta relacionado a la
probabilidad de que la progenie cargue un alelo que permita deducir el genotipo de su
progenitor en determinado locus. Se considera a un locus como altamente informativo si el
PIC obtenido es mayor a 0.5, razonablemente informativo si el valor se encuentra entre 0.5
y 0.25, y ligeramente informativo si es menor a 0.25 (Botstein et al. 1980). Para hallar el

valor del PIC de cada marcador se uso la siguiente ecuacion:

n

PIC = 1—2;:3

i=1

donde p; es la frecuencia del i-ésimo alelo (Weir, 1996).
4.6.4 PODER DE DISCRIMINACION

El poder de discriminacion (D.) de un locus es una valor en el rango de 0 a 1, que
estima la probabilidad que dos accesiones escogidas al azar sean diferentes entre si segin

sus patrones de alelos (Hokanson et al. 1998). Este es un buen estimador de la eficiencia

de un tipo de primer o de cierto locus. Ademas, segun Tessier y colaboradores (1999) sus
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beneficios son que puede ser usado para comparar distintos tipos de marcadores
moleculares y para predecir la eficiencia de los cebadores. Por lo tanto, permite calcular el
costo de una caracterizacion molecular en términos de amplificaciones realmente
informativas. El valor del poder de discriminacion fue calculado segun Kloosterman et al.
(1993):

donde p; es la frecuencia de cada genotipo.

4.7 ANALISIS DE DIFERENCIACION GENETICA

471 AGRUPAMIENTOS

Se construy6 una Matriz Bésica de Datos con los datos de presencia y ausencia (1 6
0) de bandas, la cual fue ingresada al programa NTSY Spc version 2.2 (Rholf, 2000). Con
este programa se obtuvo una matriz de similitud usando el coeficiente de similitud de
Jaccard. Este coeficiente proporciona el mismo valor a todos los términos y mide la
asociacion entre muestras (Rodriguez, 2001). Para el andlisis de grupos se uso el algoritmo
de SAHN-Clustering incluido en el programa NTSYS, basado en el método de ligamiento
UPGMA, con el cual se generé un dendograma para visualizar las distancias genéticas

entre las muestras segun el coeficiente de similitud utilizado.

48 ESTRUCTURA POBLACIONAL

Se realiz6 un analisis molecular de variancia (AMOVA) para dividir la variacion
medida por marcadores microsatélites de cuatro regiones: Africa, América del Sur, Estados
Unidos y Asia (Figura 4). En el caso de Africa, slo se usaron cultivares nativos para el
analisis. Tambien se compar6 dos grupos élite de camote: grupo A y grupo B, los cuales
fueron establecidos por el programa de mejoramiento de CIP-Uganda para la obtencion de
nuevas variedades de camote. ElI grupo A consiste en accesiones seleccionadas segln
caracteristicas agronomicas deseables como contenido de [-caroteno, alta produccion,
contenido de materia seca, resistencia a sequia y produccion de biomasa. Por otro lado, el

grupo B contiene genotipos resistentes a SPVD y a Alternaria brassicae.
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Figura 3: Regiones geogréficas consideradas para el analisis de AMOVA.
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Regiones segin color: MEstados Unidos, mAmérica del Sur, mAfrica, = Asia, mOceania (no se utiliz6 para AMOVA). Se indica el nimero de
accesiones por pais.



Mediante el AMOVA se obtuvo los porcentajes de variacion genética entre y dentro
de los grupos, asi como el indice de fijacion Fst. Los célculos fueron realizados mediante

el programa Arlequin version 3.5 (Excoffier et al., 2005).

Cuadro 4: Anélisis molecular de variancia.

Fuente de variacion Grados de Suma de Medias cuadradas
libertad cuadrados (SC) esperadas

Entre grupos (EG) P-1 SC(EG) Noa” + op’

Dentro de grupos (DG) N-P SC(DG) ob’

Total N-1 SC(total) o7’

Donde, P = nimero de grupos, N = ndmero total de individuos, c,> = componente de
covariancia debido a diferencias entre poblaciones, o,> = componente de covariancia
debido a las diferencias entre haplotipos dentro de un grupo y o> = suma de los
componentes de covariancia debido a las diferencias entre haplotipos dentro de una

poblacién. Los valores de n y Fst estan definidos segln las siguientes ecuaciones:

Adicionalmente se calculd las distancias genéticas por etapas entre las cuatro
regiones geograficas establecidas (Excoffier & Smouse, 1994). EI mismo programa
informatico calculé los valores de Fst para las distancias por etapas y sefialé la

significancia de éstas.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  ANALISIS DE VARIABILIDAD

5.1.1 NUMERO DE ALELOS POR LOCUS

Se utilizaron 31 cebadores microsatélites de los cuales se obtuvo un total de 221
alelos claramente distinguibles, siendo 218 polimorficos. EI nimero de alelos obtenido por
locus se observa en el Cuadro 5. En promedio, se obtuvo siete alelos por locus en el grupo
de genotipos estudiados. En un andlisis de la diversidad genética de cultivares nativos de
Brasil (Veasey et al. 2008) se utilizaron los cebadores 1b-242, 1b-286 e Ib-297, entre otros.
El nimero de alelos polimdrficos por locus obtenidos en aquella investigacion fue muy
similar al nimero hallado en este trabajo; siendo 3, 10 y 9 el nimero de alelos obtenidos

con los tres cebadores.

Roulliet et al. (2011) utiliz6 algunos de los cebadores usados en este trabajo, los
cuales fueron: 1bJ522a (10 alelos), 1bJ263 (7 alelos), 1b-297 (23 alelos), 1bJ116a (15
alelos), IbC5 (12 alelos) e IbJ544b (8 alelos). Ellos obtuvieron mas alelos para todos estos
cebadores, debido a que analizaron accesiones de Suramérica, América Central y el Caribe,
las cuales son las zonas de mayor diversidad genética del camote y por lo tanto se espera
un mayor niamero de alelos por locus. Se sabe que un nimero pequefio de muestras de
ADN y muestras de similar origen geografico genera un numero bajo de alelos por locus
(Hu et al. 2004), en este caso el nimero de alelos fue menor porque el origen de la mayoria
de accesiones fue Uganda. En la investigacion de Tumwegamire y colaboradores (2011),
se evaluaron accesiones del Este de Africa y en varios de los cebadores compartidos en
ambos trabajos se obtuvo un nimero de alelos similar: 1bJ116a (9 alelos), Ib-242 (6 alelos),
IbCIP1(4 alelos), 1bJ544b (7 alelos), IbJ522a (5 alelos), 1bC12 (9 alelos) e 1b-297
(9alelos). La mayor cantidad de alelos en algunos cebadores puede deberse a que ellos

trabajaron con muestras de camotes de mas paises africanos.



Cuadro 5: Numero de alelos, PIC y Poder de discriminacion para 31 loci microsatélites.

Cebador NuUmero de alelos PIC DL

Ib-242 5 0.76 0.76
Ib-286 8 0.82 0.95
Ib-297 9 0.82 0.96
IBCIP-1 4 0.75 0.74
IbC5 7 0.79 0.91
IbC12 7 0.84 0.96
IbE2 12 0.80 0.93
IbJ67 8 0.78 0.89
IbJ116a 9 0.81 0.93
IbJ263 5 0.71 0.82
IbJ522a 5 0.75 0.82
IbJ544b 4 0.52 0.25
IbJ664E 3 0.59 0.46
IbN21 9 0.81 0.90
IbN24 4 0.71 0.69
IbN37 12 0.85 0.97
IBS144 9 0.84 0.96
IBS147 9 0.82 0.94
IBS149 12 0.80 0.93
IBS169 5 0.68 0.76
IBS199 11 0.84 0.95
IbY40 7 0.77 0.92
IbY44 8 0.78 0.88
IbY46 8 0.82 0.95
IbY51 6 0.69 0.61
IbY52 6 0.77 0.86
IbY53 5 0.72 0.76
IbY54 6 0.69 0.76
IbY56 2 0.48 0.47
IbY58 5 0.74 0.88
IbY60 9 0.76 0.89
Promedio 7.06 0.75 0.81




5.1.2 PORCENTAJE DE LOCI POLIMORFICOS

Segun los cebadores utilizados, se obtuvo un porcentaje de 77.4% de loci
polimorficos. Para determinar si un locus era polimorfico se siguid lo recomendado por
Aranguren-Méndez y colaboradores (2005). Por lo tanto, los cebadores IbC5, IbJ544b,
IbJ664E, IbN24, IbY56, IbY58 e IbY60 fueron considerados como no polimorficos porque
el mas comdn de sus alelos tuvo una presencia mayor del 99% en el grupo de genotipos
estudiados. Veasey y colaboradores (2008) obtuvieron 75% de loci polimorficos usando
ocho cebadores gendmicos, pero en su investigacion el cebador Ib-242 se comporté como
no polimorfico. Esto se pudo deber a que la poblacion analizada era en su totalidad
proveniente de Brasil, lo que hizo que las muestras tuvieran un alelo en comun del locus
Ib-242.

5.1.3 INDICE DE CONTENIDO POLIMORFICO (PIC)

El promedio del indice de contenido polimérfico (PIC) para los cebadores
utilizados fue 0.75, por lo tanto se puede considerar al grupo de cebadores utilizados como
altamente informativos. Los valores de PIC para los 31 cebadores utilizados se encuentran
en el Cuadro 5. El cebador IbY56 tuvo el menor valor de PIC, 0.48, de manera que se le
considera como razonablemente informativo. Su bajo valor se debe a que sélo se
observaron 2 alelos al utilizar este cebador, pero sigue siendo informativo porque ambos
alelos fueron polimérficos. Tanto 1bJ544b como 1bJ664E son los siguientes cebadores con
menor PIC ya que tuvieron 4 alelos, pero en el caso del primero uno de sus alelos no fue
polimorfico y en el segundo uno de sus alelos presentd una frecuencia mayor a 0.99. El
cebador IbN37 tuvo un valor de 0.85 de PIC, mostrando que es altamente informativo ya
que de este se obtuvo 12 alelos y cada uno con frecuencias variables, menores a 0.80. El
PIC obtenido fue mayor a un estudio previo en el que también se uso cultivares nativos de
Uganda y obtuvo un PIC promedio de 0.62 (Yada et al. 2010), probablemente porque sus

cebadores sélo arrojaron un maximo de 6 alelos por locus.
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5.1.4 PODER DE DISCRIMINACION

El poder de discriminacion hallado para los distintos cebadores microsatélites
estuvo en un rango de 0.97 y 025. El cebador IbN37 tuvo el valor mas alto, demostrando
que tiene una gran capacidad para diferenciar entre genotipos ya que la probabilidad de que
sea capaz de diferenciar dos genotipos en una poblacién que tienda al infinito es de 0.97.
Catorce marcadores utilizados mostré un D igual o mayor a 0.90, estos datos corroboran
los resultados de PIC, los cuales también fueron altos para la mayoria de cebadores, que
plantean que los cebadores usados son altamente informativos para la caracterizacion
molecular de genotipos de I. batatas. ElI poder discriminativo ha sido calculado para
marcadores microsatélites en otras especies cultivadas como Vitis vinifera L. (Tessier et al.
1999), Pyrus spp. (Sisko & Javornik, 2007), Pisum sativum L. (Smykal et al. 2008), Olea
europaea (Muzzalupo et al. 2009; Belaj et al. 2003) y Malus x domestica borkh.
(Hokanson et al. 1998); sin embargo el valor promedio de D, obtenido en este trabajo es
mayor a los anteriormente reportados, menos para los dos Gltimos que obtuvieron valores

de 0.90 y 0.82, respectivamente.

Por otro lado, el cebador con menor poder de discriminacion fue 1bJ544 (0.25) a
pesar de no ser el de menor nimero de alelos. Aunque IbY56 (2 alelos) y IbJ664e (3
alelos) tengan menos alelos polimorficos, sus valores de D son mucho mayores al de
IbJ544, debido a que el cebador produce pocos genotipos y la frecuencia de estos esta
sesgada ya que solo uno esta presente en el 86% de las accesiones y los demas entre 0.69%
y 2%. Segun Tessier y colaboradores (1999), un cebador tendra un poder de discriminacion
maximo cuando genere patrones de alelos en la misma frecuencia, también llamada

situacion de isofrecuencia y esta no es la situacion de 1bJ544.

Los mejores cebadores microsatélites de los 31 usados son IbN37, 1b-297, IbC12 y
IBS144. Sus valores de poder discriminativo (0.96-0.97) sefialan que son capaces de
diferenciar genotipos en una poblacion de gran tamafio, por lo tanto seran utiles para
trabajos de analisis de diversidad genética en camote. Su informatividad también esta
respaldada por el nimero de alelos por locus (7-12) y el valor de PIC encontrado en ellos
(0.82-0.85).
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Figura 4: Dendograma
obtenido segun el
algoritmo UPGMA que
muestra el agrupamiento
de 148 accesiones de
camote. A=Africa,
As=Asia, E=Estados
Unidos, O=Oceania.
Grupos 1 'y Il son
africanos.
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5.2 AGRUPAMIENTOS

En el dendograma obtenido (Figura 4) se observa que las accesiones provenientes
de Africa se agrupan juntas. Ademas a un nivel de 0.52 de similitud se observan dos
grupos bien definidos de genotipos africanos (grupo 1y 1), al igual que en investigaciones
previa (Gichuru et al. 2006, Elameen et al. 2008) Sin embargo, no se observé ninguna
relacién entre el distrito donde se realizé la colecta y su agrupamiento. Este fendmeno es
muy comin en Africa, ya que el intercambio de semilla vegetativa es una practica comdn
entre los agricultores (Namanda et al. 2011; Yada et al. 2010c), ademas las variedades
introducidas suelen recibir nuevos nombres en los lugares donde empiezan a ser cultivadas
(Gichuki et al., 2003; Tairo et al. 2008) La misma falta de relacion entre localidad y
genotipo fue obtenida anteriormente (Gichuru et al. 2006, Elameen et al. 2008; Veasey et
al. 2008; Yada et al. 2010c). La divergencia de las accesiones evaluadas muestra un alto
nivel de diversidad, lo cual puede deberse a los manejos de la semilla por parte de los
agricultores, y a la auto-incompatibilidad y alogamia de I. batatas, que favorecen el flujo
genético (He et al. 1995).

Por otro lado, los genotipos no africanos tendieron a ordenarse por origen
geografico. Las variedades provenientes de Estados Unidos se observaron dentro de un
sub-grupo a un nivel de 0.5 de similitud junto a accesiones de distinta procedencia, el
mismo resultado fue obtenido por He y colaboradores (1995). El agrupamiento de las
variedades estadounidenses muestra alta similaridad genética, ademas se debe tener en
cuenta que el 79% de los cultivares de Estados Unidos son considerados provenientes de
solo 3 parentales (National Research Council, 1993). Las variedades chinas Xushul8 y
Yanshul se separaron de las africanas un nivel de 0.48, un resultado similar fue obtenido
por Tseng et al. (2002) que observd que accesiones de este pais se agrupaban juntas. Por
otro lado, la accesion Tainung 64 de Taiwan se agrup0 junto con las variedades de Estados
Unidos en lugar de aquellas provenientes de China, este fendmeno también ha sido
observado en cultivares taiwanenses que se agruparon separadamente de cultivares
japoneses y chinos (Tseng et al. 2002). Esta diferencia se puede deber a que Taiwan es una
isla y por lo tanto, pudo evolucionar y ser seleccionada de manera independiente de otros

paises asiaticos.
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En esta investigacion, solo se cuenta con una accesion de Papua Nueva Guinea, la
cual se observa separada de las demés accesiones a un nivel de 0.52, siendo las accesiones
africanas las mas cercanas a ellas. En investigaciones previas los genotipos de este pais de
Oceania se ordenaron sin relacion geogréafica y fueron estadisticamente diferentes a los de
América del Sur (He et al. 1995, Zhang et al. 1998). Los genotipos provenientes de
Sudamérica se separaron de todos los demés desde un nivel de 0.44 y se observo que las
accesiones Zapallo, Jonathan y DLP3163, todas peruanas, se agruparon a mayor distancia
que las demas, a un nivel de 0.38. Otros estudios también han observado que los genotipos
de Latinoamérica suelen separarse por patron regional (Zhang et al. 2000, 2001; Gichuki et
al. 2003). Ademas, la alta diferenciacion obtenida entre los cultivares de América del Sur

con aquellos africanos coincide con los resultados de Gichuki y Elameen et al. (2008).

Entre las accesiones evaluadas, se encontraron accesiones a una distancia de
coeficiente de 1, estos fueron los cultivares africanos (i))RAK819 y KML875, (ii)KML881
y MKN1224, (iii)SRT35 y SRT37, (iv)NK259L y KMI76, y (v)MPG1158 y MPG1136. El
primer par tiene color de pulpa y de piel similar pero se diferencian en la forma de la raiz
reservante y fueron colectadas en diferentes regiones; sin embargo su similitud puede
deberse a que es muy comun que los agricultores intercambien semilla vegetativa y
designen un nuevo nombre al cultivar obtenido (Tairo et al. 2008). Estas accesiones han
sido comparadas anteriormente y se determind que eran diferentes (Yada et al. 2010c); sin
embargo, en ese estudio se usdé un grupo diferente de marcadores microsatélites. El
segundo y tercer par no pueden ser considerados como repeticiones porque dos accesiones
no amplificaron con todos los cebadores utilizados. Sin embargo, KML881 y MKN1224
son de pulpa crema pero este ultimo presenta color secundario de pulpa y ambos fueron

colectados de distritos cercanos.

Con respecto al tercer par, ambos son de pulpa naranja y son del mismo distrito, lo
cual podria explicar su corta distancia genética. Por otro lado, las accesiones NK259L vy
KMI76 (par iv) son ambas de pulpa naranja, pero sélo la segunda fue colectada en campo
lo que sugiere que se tratan del mismo genotipo pero con un nuevo nombre otorgado por el
agricultor como se acostumbra en Africa cuando se reciben nuevos cultivares. Finalmente,
las accesiones colectadas de Mpigi son genéticamente idénticas segun los marcadores
microsatélites usados en este trabajo pero morfolégicamente el primero de ellos es de

pulpa naranja mientras el segundo es de pulpa crema. Sin embargo, se han reportado
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mutaciones somaticas en camote en el color de raiz (Hernanadez et al. 1964), lo cual puede
explicar la diferencia morfoldgica. Adicionalmente, el dendograma muestra a las
accesiones 84A y 6B como identicas, lo cual es cierto ya que ambas se tratan de ARA224
Koromojo Red. El cultivar se repite ya que ha sido incluido en ambos grupos de camote (A

y B) para la realizacion de policruzas.

En un analisis molecular previo, se sugirio que los cultivares MLE191 y KML942
podrian ser duplicados a pesar de mostrarse idénticos molecularmente, ya que tenian
diferencias en coloracion de hojas y tallos pero sus colores de piel y pulpa eran parecidos
(Yada et al. 2010c). En el presente trabajo se observé que ambos genotipos son diferentes,
lo cual es consistente con la diferencia en morfologia que presentan. Este resultado
demuestra el alto poder discriminativo de los cebadores utilizados (D.=0.81), ya que en el
trabajo mencionado se utilizé otros cebadores. Las tres accesiones denominadas Silk
resultaron ser diferentes entre si, aunque dos de ellas (68A y 46B) se ordenaron en un
mismo subgrupo. Anteriormente, se han encontraron cultivares con el mismo nombre que
después de su andlisis mostraron ser diferentes, asi como cultivares con el mismo nombre

pero que si se trataban de duplicados (Yada et al. 2010b).

Por Gltimo, se han analizado dos pares de las variedades Resisto y SPK004, una
usada por el programa de mejoramiento de Uganda y otra en el Centro Internacional de la
Papa en Lima. En el caso de Resisto, la variedad conservada en Lima se agrupa con otras
provenientes de Estados Unidos; mientras que la usada en Uganda se asemeja mas a
cultivares de aquel pais. Kakamega o SPK004 es un cultivar nativo de Kenia y se agrupa
junto a las variedades desarrolladas a partir de él; sin embargo, la accesion SPK004
manejada en CIP-Lima se acerca mas al cultivar africano ARA236 Tanzania. Lo mas
probable es que haya ocurrido una mezcla entre accesiones tanto en el envio hacia y desde
Africa o en la recepcion del material vegetal. Es necesario realizar una verificacion de
estos materiales en el banco de germoplasma para evitar confusiones y errores en

resultados en futuras investigaciones.
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53 ESTRUCTURA POBLACIONAL

Para analizar la estructura poblacional de las accesiones evaluadas se formaron dos
grupos: grupo A y B, establecidos por el programa de mejoramiento de CIP-Uganda para
la obtencion de nuevas variedades de camote. Segun los resultados del AMOVA (Cuadro
6), el mayor porcentaje de variacion entre estos dos grupos se encuentra dentro de ellos
(99%), mientras que la variacion entre ellos es responsable de menos del 1% de variacion.
Una alta divergencia genética dentro de poblaciones del Este de Africa ha sido observada
anteriormente (Gichuru et al. 2006). Asimismo, el valor de Fst obtenido fue de 0.88%, de
tal manera que estadisticamente no hay diferencia en la frecuencia de alelos entre los
grupos A y B. Por lo tanto, generar policruzas entre estos dos grupos no aseguraria el

aprovechamiento de heterosis.

Cuadro 6: Analisis molecular de variancia de dos grupos élites de Africa.

N Suma de Componentes de Porcentaje de
Fuente de variacion L o
cuadrados variancia variacion
Entre grupos Ay B 43.251 0.24693 0.88247
Dentro de grupos Ay B 3756.171 27.73500 99.11753
Total 379.423 27.98193

Se separaron las accesiones de I. batatas segun regiones (Africa, América del Sur,
Estados Unidos y Asia) para estimar los componentes de variancia segin los datos
obtenidos con marcadores microsatélites. La variacion dentro de los grupos fue mayor a la
encontrada entre grupos de regiones (Cuadro 7), resultados similares han sido obtenidos
por otros investigadores (Zhang et al. 1998, 2000; Gichuki et al. 2003; Elameen et al.
2008; Tumwegamire et al. 2011). La variacion entre grupos obtenida es alta, asi como el
Fst=19.77%, lo que indica que existe una alta diferencia genética entre las regiones
evaluadas. Por lo tanto, se sugiere que existe una alta diversidad genética en el grupo de
accesiones utilizadas en este trabajo. Esto se debe a que el camote es de naturaleza
alogama y auto-incompatible, de manera que la variacion por reproduccion sexual es alta
(Zhang et al. 2000), mientras que su cultivo a partir de semilla vegetativa ayuda a fijar la
diversidad (He et al. 1995; Zhang et al. 1998).



Cuadro 7: Analisis molecular de variancia de cuatro regiones geograficas.

- Suma de Componentes de Porcentaje de
Fuente de variacion L L
cuadrados variancia variacion
Entre regiones 238.814 6.58220 19.77382
Dentro de regiones 3177.766 26.70527 80.22618
Total 3416.581 33.28747

La variacion dentro de los grupos fue menor que en otras investigaciones,
probablemente porque las accesiones analizadas no han sido elegidas al azar sino que han
sido escogidas debido a caracteres agro-morfologicos provechosos y debido a que los
grupos consistian de pocas accesiones, a diferencia del grupo africano. Por otro lado, esta
variacion es mayor a la hallada en un estudio con cultivares de Papla Nueva Guinea
(Fajardo et al. 2002). En aquella investigacion, los genotipos mostraban ser muy similares
en los analisis de agrupamiento, mientras que en el presente trabajo las accesiones

estuvieron claramente diferenciadas en el dendrograma.

Segln el Fst calculado entre pares de regiones, se sugiere que las regiones son
significativamente diferentes entre si, a excepcion de Estados Unidos con Asia (Cuadro 8).
La mayor distancia fue entre Africa y América del Sur (0.25189), seguida por Africa y
Asia (0.21945). Africa también tuvo el mayor valor promedio contra todas las demas
regiones. El mismo anélisis fue realizado previamente y se halld que Africa era la region
de mayor distancia genética al ser comparado con otras después de América del Sur
(Gichuki et al. 2003), pero los grupos de regiones formados fueron mas homogéneas entre
si que los de este trabajo. La gran diferencia de accesiones entre el grupo de Africa (114) y
Suramérica (5) pueden haber sesgado los resultados y haber otorgado mayor diversidad a
Africa.

Las accesiones de América del Sur son significativamente diferentes a las demas
regiones, lo cual esta conforme a resultados previos (Gichuki et al. 2003, Zhang et al.
2001). Esta diferencia es de esperarse ya que se considera a Sudamerica como un centro de
diversidad secundario por la alta diversidad genética en |. batatas hallada en el lugar. Los
genotipos de Estados Unidos y de Sudamérica son los segundos de menor distancia entre si
(0.12693), sin embargo son significativamente diferentes entre ellos. Gichuki y

colaboradores (2003) observaron previamente una cercana relacion entre accesiones de



camote de América Central y el Caribe con Estados Unidos, y de América del Sur con el
mismo pais del norte, lo cual respalda los resultados obtenidos.

Cuadro 8: Valores de Fsr para distancias por etapas obtenidos de acuerdo al AMOVA
entre genotipos de camote de cuatro regiones geograficas.

Region Africa América del Sur Estados Unidos Asia
Africa 0.00000

Ameérica del Sur 0.25189* 0.00000

Estados Unidos 0.16610* 0.12693* 0.00000

Asia 0.21945* 0.19024* 0.02512 0.00000
Promedio 0.21248 0.18969 0.10605 0.14494

*Diferencia significativa entre regiones (P>0.05).

En otra investigacion se coincidio en que Estados Unidos y Asia presentan la menor
distancia genetica entre regiones (Elameen et al. 2008). La razon de esta similitud se
explicd con el hecho de que existen muchas actividades de mejoramiento entre las dos
regiones, lo cual implica un intercambio de material vegetal. Gichuki y colaboradores
(2003) tampoco lograron encontrar diferencias significativas entre estas regiones. Por otro
lado, se debe tener en cuenta que Xushul8 tiene como progenitores a Okinawa 100 y
Nancy Hall, siendo esta ultima una variedad de Estados Unidos. De tal forma, esta

accesion aumenta la similitud entre ambas regiones.



V1. CONCLUSIONES

1. Mediante el analisis de la diversidad molecular a 148 accesiones de cultivares

2.

4.

nativos y variedades mejoradas de camote, fueron identificados 136 genotipos
hallandose seis accesiones duplicadas.

Al evaluar la variabilidad genética con marcadores microsatélites, se encontraron
218 alelos polimérficos con un promedio de siete por cada par de cebador. Ademas,
se obtuvo un 77.4% de loci polimdrficos, el cual es un valor alto y demuestra que

existe una alta variabilidad genética en la poblacion evaluada.

En el andlisis de agrupamientos se observd que la mayoria de los individuos
africanos se ordenaron en dos sub-grupos a un nivel de similitud de 0.52, sin
relacién con el lugar donde fueron colectados. Mientras que los genotipos de
América del Sur y Asia se agruparon segin su origen geogréafico, aquellos de
Estados Unidos se ubicaron en un sub-grupo a 0.48 junto a variedades mejoradas y

cultivares nativos de Africa.

Segun los resultados del analisis molecular de variancia y los Fst (estadistico F de
Wright) calculados entre regiones geograficas, se logrd describir la estructura
poblacional. Al agrupar la poblacion segln caracteres agrondémicos, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos formados. Sin embargo, al
agruparla segun regiones geograficas, si fueron significativamente diferentes,
siendo los grupos de América del Sur y Africa los mas distanciados genéticamente.
En todos los casos, se encontré que la variacién dentro de los grupos formados era

la responsable del mayor porcentaje de variancia.



VIlI. RECOMENDACIONES

1. Para un programa de mejoramiento en Uganda, se podrian cruzar accesiones de los

grupos | y Il para caracteristicas diferentes.

2. Se debe generar nuevas progenies usando los cultivares africanos méas distanciados a
las variedades de otras regiones, ya que el germoplasma de Africa ha probado ser

genéticamente diferente al de Asia, Estados Unidos y Ameérica del Sur.

3. Se podria analizar si existe una correlacion entre las caracteristicas agronémicas con

los patrones obtenidos con los marcadores microsatélites.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: Datos pasaporte y color de pulpa de accesiones de camote utilizadas.

cuge moin o000 P e oo
1A Carrot-C Tanzania cultivar nativo  naranja
2A Ejumula Uganda cultivar nativo  naranja
3A Resisto CIP440001 Estados Unidos variedad mejorada naranja
4A Zambezi Zambia variedad mejorada naranja
5A Carrot Dar Tanzania ND naranja
6A Mayai Tanzania cultivar nativo  naranja
7A Abuket 1 SRT33 Uganda cultivar nativo ~ naranja
8A SN KMI61 Uganda cultivar nativo  naranja
9A Osapat SRTO1 Uganda cultivar nativo crema
10A Osukut SRT43 Uganda cultivar nativo  amarillo
11A Ubuogo Kenia ND ND
12A Opaade KMI88 Uganda cultivar nativo crema
13A Kakoba KSR662 Uganda cultivar nativo crema
14A Sponge Kenia ND naranja
15A Epura Amojong SRT28 Uganda cultivar nativo crema
16A Oguroirwe Kenia ND crema
17A Anyumel SRT35 Uganda cultivar nativo  naranja
18A Oleke APA335 Uganda cultivar nativo  amarillo
19A Kalobo MSD431 Uganda cultivar nativo ND
20A Rwabuganda KRE696 Uganda cultivar nativo crema
21A Kibogo KRE723 Uganda cultivar nativo crema
22A NK318L ND ND ND
23A Santo Amaro CIP400011 Brasil ND naranja
24A SN APA356 Uganda cultivar nativo crema
25A Kyebandira 2 RAKS848 Uganda cultivar nativo crema




caigreien 00 T s oo
26A Anamoyito LIR302 Uganda cultivar nativo crema
27TA Dimbuka 2 RAK®865 Uganda cultivar nativo crema
28A Mary Uganda ND ND
30A Rainha Mozambique ND ND
31A T1S9265 ITA ND naranja
32A T1S9101 ITA ND naranja
33A WT-237 ND ND naranja
34A Tororo 3 Uganda cultivar nativo crema
35A Silk omuyaka PAL94 Uganda cultivar nativo crema
36A Kyebandula MLE163 Uganda cultivar nativo crema
37A Koromojo ARA209 Uganda cultivar nativo  amarillo
38A Tedolo Keren 1 LIR258 Uganda cultivar nativo crema
39A Liralira APA323 Uganda cultivar nativo ND
42A Kahungezi MBR552 Uganda cultivar nativo crema
43A Burundi KBL611 Uganda cultivar nativo ND
44A SN RAK786 Uganda cultivar nativo  amarillo
45A Kalebe KREG691 Uganda cultivar nativo blanca
46A Kibanda BSH740 Uganda cultivar nativo  amarillo
47A SN LUW1230 Uganda cultivar nativo crema
48A Bunduguza KML872 Uganda cultivar nativo  amarillo
49A  Bunduguza empyaka IGA994 Uganda cultivar nativo blanca
50A Dimbuka obuleku MSK1040 Uganda cultivar nativo blanca
51A Dimbuka MKN171 Uganda cultivar nativo crema
52A Silk Uganda ND ND
53A Otada Uganda ND ND
54A Tanzania CIP440166 Uganda cultivar nativo blanca
55A Naspot 1 NAARI variedad mejorada amarillo
56A Kasoga KREG95 Uganda cultivar nativo crema
57A Jewel CIP440031 Estados Unidos variedad mejorada naranja
58A Bearegard CIP440132  Estados Unidos ND naranja
59A Naspot 5 NAARI variedad mejorada naranja
60A Kyabafuluki Uganda ND ND




caioreien (00 T s o
61A Caromex CIP440136  Estados Unidos variedad mejorada naranja
62A Excel CIP440016  Estados Unidos ND naranja
63A Zapallo CIP420027 Per( ND amarillo
64A Tainung 64 CIP440189 Taiwan ND naranja
65A Naspot 5/58 ND variedad mejorada naranja
66A Kampala Red KMI59 Uganda cultivar nativo crema
67A W-115 ND ND naranja
68A Silk Uganda ND ND
69A K-118 ND ND naranja
70A Naspot 3 NAARI variedad mejorada crema
71A K-566632 Kenia desconocido naranja
T2A Magabari Uganda ND ND
73A SN RAK835 Uganda cultivar nativo blanca
74A  Dar-es-Salaam Carrot SRT37 Uganda cultivar nativo ~ naranja
75A Suwedi MSD384 Uganda cultivar nativo  amarillo
76A SN KBL648 Uganda cultivar nativo blanca
T71A 199062.1 CIP-HQ variedad mejorada amarillo
78A Tuulansime MLE191 Uganda cultivar nativo crema
79A Bungoma MLE199 Uganda cultivar nativo crema
80A Duduma 2 KML956 Uganda cultivar nativo crema
81A SN MPG1122 Uganda cultivar nativo blanca
82A Dduka enzala RAK®808 Uganda cultivar nativo  amarillo
84A Koromojo Red ARA224 Uganda cultivar nativo crema
85A Bikiramaria MPG1158 Uganda cultivar nativo  amarillo
87A SN KBL631 Uganda cultivar nativo blanca
88A SN RAKS819 Uganda cultivar nativo  amarillo
89A SN KML3881 Uganda cultivar nativo crema
91A SN IGA978 Uganda cultivar nativo  amarillo
92A Oketodede APA352 Uganda cultivar nativo  amarillo
93A Nylon LUW1274 Uganda cultivar nativo blanca
94A SN MKN1168 Uganda cultivar nativo crema
95A Uganda Mali SRT41 Uganda cultivar nativo  amarillo




cuig mosin SO PR s o
96A SN KML960 Uganda cultivar nativo  morado
97A SN MPG1128 Uganda cultivar nativo crema
98A Munafu Dimbuka MSK1079 Uganda cultivar nativo blanca
99A SN MKN1224 Uganda cultivar nativo crema
100A Mugiga BSH741 Uganda cultivar nativo crema

1B Bunduguza 2 SRT24 Uganda cultivar nativo crema
2B Kigaire SRT27 Uganda cultivar nativo crema
3B Namusoga PAL134 Uganda cultivar nativo crema
4B SN PAL148 Uganda cultivar nativo crema
6B Koromojo Red ARA224 Uganda cultivar nativo crema
7B Bunduguza empyaka 2 IGA998 Uganda cultivar nativo blanca
8B Gulu MPG1148 Uganda cultivar nativo crema
10B Dimbuka HMA496 Uganda cultivar nativo blanca
11B Wagabolige ClIP440167 Uganda cultivar nativo blanca
12B New Kawogo CIP441743 Uganda cultivar nativo blanca
13B Ukerewe Uganda ND naranja
14B Bitambi Uganda ND ND
15B Sowola CIP441744 NAARI variedad mejorada crema
16B SN KML942 Uganda cultivar nativo  amarillo
17B Karebe MBR536 Uganda cultivar nativo crema
18B Naspot 7 NaCRRI variedad mejorada naranja
19B Naspot 9 O NaCRRI variedad mejorada naranja
20B Naspot 10 O NaCRRI variedad mejorada naranja
21B NK1081L ND ND ND
22B NK259L ND ND ND
23B DLP3163 CIP420269 Perd cultivar nativo  amarillo
24B Huarmeyano CIP420020 Perd cultivar nativo crema
25B Semanda MPG1136 Uganda cultivar nativo crema
26B SN MSK1094 Uganda cultivar nativo crema
27B Mukoma KMI76 Uganda cultivar nativo crema
28B Silimu IGA983 Uganda cultivar nativo crema
29B SN MKN1180 Uganda cultivar nativo crema




e
30B SN MKN1210 Uganda cultivar nativo blanca
31B SN LUW1257 Uganda cultivar nativo blanca
32B Dimbuka-Bukulula Uganda cultivar nativo crema
33B Dagadaga PAL108 Uganda cultivar nativo crema
34B Kawogo Old HMA490 Uganda cultivar nativo blanca
35B Kigabali KBL618 Uganda cultivar nativo  amarillo
36B Kamamanzi KBL619 Uganda cultivar nativo crema
37B SN KBL650 Uganda cultivar nativo crema
38B Woluganda MLE179 Uganda cultivar nativo crema
39B SPKO004 CIP441768 Kenia cultivar nativo ~ naranja
40B BND145L ND ND ND
41B Tengerere PAL133 Uganda cultivar nativo crema
42B Mpaifumbiro KML875 Uganda cultivar nativo crema
43B Mpambire MPG1146 Uganda cultivar nativo crema
44B Tanzania ARA236 Uganda cultivar nativo crema
45B Shock MLE194 Uganda cultivar nativo
46B Silk LUW1254 Uganda cultivar nativo crema
47B Malagalia MSD380 Uganda cultivar nativo crema
48B Mbale MPG1151 Uganda cultivar nativo  amarillo
49B Kala Uganda cultivar nativo ND
50B Mugande Rwanda ND ND
1C Jonathan CIP420014 Perd cultivar nativo  amarillo
2C Xushu 18 CIP440025 China variedad mejorada naranja
3C Yanshu 1 CIP440024 China cultivar nativo  naranja
4C Naveto CIP440131 Papl]a-Nueva ND naranja

Guinea
5C Resisto (CIP) CIP440001 Estados Unidos ND amarillo
6C SPKO004 (CIP) CIP441768 Uganda ND naranja

Caodigos distritales de Uganda: SRT= Soroti, KMI=Kumi , KSR=Kisoro, APA=Apac,
MSD=Masindi, KRE=Kabarole, RAK=Rakai, PAL=Pallisa, MLE=Mbale, ARA=Arua,

LIR=Lira,

MBR=

Mbarara,

KBL=Kabale,

BSH=Bushenyi,

LUW=Luwero,

KML=Kamuli, IGA=Iganga, MSK=Masaka, MKN=Mukono, MPG=Mpigi, HMA=Hoima.
SN=Sin nombre, ND=No disponible



Anexo 2: Protocolo de extraccién de ADN.

Se realizd una extraccion de ADN de hojas liofilizadas segin el protocolo

estandarizado en el CIP, a partir de la metodologia descrita por Murray y Thompson

(1980). Para cada muestra procesada se completaron los siguientes pasos:

10.

Se pulveriz6 1 6 2 hojas de camote liofilizadas con nitrégeno liquido en un mortero
y se transfirié el material pulverizado a un tubo de 50 mL que contenia 20 mL de
CTAB 2X y 200 uL de B-mercaptoetanol.

La mezcla se incubd a 65°C en un bafio maria por 20 minutos.

Luego, se adiciono el mismo volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) al
tubo y se homogenizé por inversion.

Se centrifugd la muestra por 15 minutos a 4000 rpm y se transfirid el sobrenadante
a un tubo de 50 mL nuevo.

Se repitieron los pasos 3 y 4 sucesivamente.

Se agreg0 % partes de isopropanol con respecto al volumen transferido al tubo
nuevo y se incubd a -20°C por 30 minutos.

Se separ6 la medusa de ADN en el tubo del isopropanol utilizando una pipeta
Pasteur y se la transfirié a un tubo de 1.5 mL.

Se adiciond 500 pL de la solucion de limpieza 1, se agit6 por inversion por 10
segundos y se dejo reposar por 20 minutos.

Se transfirio la medusa a otro tubo de 1.5 mL conteniendo la solucidon de limpieza
2. Después de agitarla por 10 segundos se transfirié la medusa a un nuevo tubo de
1.5mL.

El DNA obtenido fue liofilizado por 10 minutos a potencia media en el equipo
Speed Vac Plus SC110A (Savant) y para resuspenderlo se agregé entre 100-500 pL
de T1oE; segun el tamafio del pellet de ADN obtenido. Las muestras se guardaron a

4°C hasta que se realizara las pruebas de calidad.

73



Anexo 3: Reactivos utilizados en la extraccion de ADN.

CTAB 2X

Solucién stock

Cantidad para 1000 mL

Concentracion final

CTAB

NaCl 5M

EDTA 0.5M, pH 8.0
Tris-HCL 1M, pH 8.0
PVP

Agua destilada

209
280 mL
40 mL
100 mL
109
c.s.p. 1000 mL

2%
14 M
20mM
100mM

1%

Solucién de limpieza 1

Solucién stock

Cantidad para 100 mL

Concentracion final

Etanol absoluto
Acetato de sodio 3M
Agua destilada

76 mL
6.67 mL
17.33 mL

76%
0.3 M

Solucién de limpieza 2

Solucién stock

Cantidad para 100 mL

Concentracion final

Etanol absoluto
Acetato de amonio 1M

Agua destilada

76 mL
1mL
23 mL

76%
10 mM

Solucién tampon TioE;

Solucién stock

Cantidad para 100 mL

Concentracion final

Tris-HCI 1M, pH 8.0
EDTA 0.5M, pH 8.0
Agua. destilada

10 mL
2mL
c.s.p 100 mL

10 mM
1mM




Anexo 4: Reactivos para determinacion de calidad de ADN.

Gel de agarosa

Solucién stock

Cantidad para 100 mL

Concentracion final

Agarosa
TBE 10X
Agua destilada

19
10 mL
c.s.p. 100 mL

1%
1X

TBE 10X

Solucioén stock

Cantidad para 1000 mL

Concentracion final

Trizma base

Acido borico

EDTA 0.5M, pH 8.0
Agua destilada

108 g
55¢
40 mL
c.s.p. 1000 mL

90mM
5.50%
20 mM

Solucién de carga.

Solucioén stock

Cantidad para 50 mL

Concentracion final

Azul de bromofenol
Xilen cianol
Naranja G

Sacarosa

TBE 10X

Agua destilada

75 mg
75 mg
100 mg
309¢g
2.5mL
c.s.p. 50 mL

0.15%

0.15%

0.20%
60%
0.5X

Marcador de peso molecular (fago lambda digerido con Pstl)

Reactivos

Cantidad

Buffer 10X para Pst-1

BSA

DNA fago lambda 0.5 pG/uL
Pst-1 3U/ pG

Agua libre de nucleasas

200 pL

c.s.p. 2mL




Solucion tampon TioEo 1

Solucion stock

Cantidad para 100 mL

Concentracion final

Tris-HCI 1M, pH 8.0
EDTA 0.5M, pH 8.0

Agua de

stilada

10 mL
0.2mL
€.S.p.100 mL

10 mM
0.1 mM

Anexo 5: Reactivos para PCR.

Reactivo Concentracion Cantidad 1 Concentracion
Inicial reaccion final

Agua libre de nucleasas 513 puL

Solucién tampon 10X 1puL 1X

MgCl, 25mM 1puL 2.5 mM

Nucledtidos 10mM 0.2 L 0.2mM

Cebador forward 1uM 0.22 uL 0.022 uM

Cebador reverse 1uM 0.15 pL 0.015 uM

M13 FWD 700/800 1uM 0.25 uL 0.025 uM

Tag polimerasa 5U/uL 0.05 pL 0.025 U/uL

ADN 30ng/uL 2 UL 6 ng/uL

Total 10 uL

Anexo 6: Informacién de los 31 cebadores microsatélites utilizados.
Nombre Rango Motivo Autor Fuente

cebador de peso

Ib-242
Ib-286
Ib-297
IBCIP-1
IbC5
IbC12
IbE2
IbJ67

137-155 (CT)3CA(CT)11

106-125
145-182
155-167
108-131
110-130
107-150
191-213

(CTN)12
(CT)1s
(ACC);
(AAG)s
(TTC)s
(TCT)13
(GAA)s

Buteler et al. 1999
Buteler et al. 1999
Buteler et al. 1999
Yafiez, 2002

Solis et al. no publicado
Solis et al. no publicado
Solis et al. no publicado

Solis et al. no publicado

Libreria gendmica
Libreria genémica
Libreria genémica
Libreria gendmica
Libreria ADNc
Libreria ADNc
Libreria ADNc
Libreria ADNc




CNe%rzggﬁ Cia:i% Motivo Autor Fuente

IbJ116a 203-240 (GAA)s Solis et al. no publicado Libreria ADNc
1bJ263 174-189 (AAC)s Solis et al. no publicado Libreria ADNc
IbJ522a  226-265 (CAC)e.7 Solis et al. no publicado Libreria ADNc
IbJ544b  192-208 (TCT)s Solis et al. no publicado Libreria ADNc
IbJ664E  144-153 (CTT)s Solis et al. no publicado Libreria ADNc
IbN21 160-173 (CT)oC Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbN24 166-180 (TA)sGA(TA); Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbN37 179-225 (TA);T Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IBS144  167-190 (TTC)q Schafleitner et al. 2010 Libreria ADNc
IBS147  192-215 (GCA)s Schafleitner et al. 2010 Libreria ADNc
IBS149  201-247 (AGA)s Schafleitner et al. 2010 Libreria ADNc
IBS169  125-159 (TTG)s Schafleitner et al. 2010 Libreria ADNc
IBS199 167-219 (ACA), Schafleitner et al. 2010 Libreria ADNc
IbY40 178-196  (GCG);GC  Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY44 183-215 (AGA)s Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY46 146-164  (ATC)sAT  Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY51 186-204 (GCG)sG Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY52 204-216 (GCG)sG Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY53 274-310 (GGA)sG Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY54 151-167 (TGT)sT Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY56 190-212 (CCT)s Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY58 172-182 (GCG)s Huamani et al. no publicado Libreria ADNc
IbY60 187-206 (TAT)s Huamani et al. no publicado Libreria ADNc




Anexo 7: Iméagenes de geles con patrones de bandas generados por cada cebador.
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cebador Gel
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