Recoleccion y caracterizacion morfoldgica y molezmutle la coleccion nacional de camote
(Ipomoea batata (L.))

Paredes D, Montero A.2
! Departamento de Ciencias de la Vida, Carrera deeimggiotecnologia, Universidad de las Fuerzas AlamaQuito, Ecuador.
2 Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuasid&stacion Santa Catalina.

Resumen

El camote es un producto altamente competitivo fiemt otros cultivos, por su alta calidad nutricionglsu importancia en la alimentacion
humana y animal. Sin embargo a pesar de su grangmezial y su amplia adaptabilidad, en los Ultimos@sgise ha reportado una alta erosién
genética del germoplasma de camote sobretodo enrisméatina y el Caribe. El Ecuador, ha sido cataloda como un centro secundario de
diversidad genética del camote, sin embargo ereéé mo existen estudios de caracterizacion quessirpara dilucidar las interrogantes sobre
la variabilidad de este cultivo. Esta investigaciGsando marcadores morfoldgicos y moleculares (rogatélites) se estudio la diversidad de
368 accesiones de camote (Ipomoea batata L.) retatias en 18 provincias del Ecuador. Los resultadesla caracterizacion morfolégica
muestran la formacion de siete grupos morfologiopse establecié que las variables con mayor patiscriminante para la descripcion del
germoplasma (p<.001) son la coloracion, la formdog defectos de la raiz reservante, ademas deradadel perfil y forma del 16bulo en las
hojas. En la caracterizacién molecular usando ochmrcadores microsatélites se detectaron 89 aletos, un promedio de 11.12 alelo/locus
y un promedio de polimorfismo de PIC=.848, con eladinis molecular de varianza, la distancia de N&9{79) y el analisis de coordenadas
principales, se determiné la formacion de 4 grupgsnéticos. Los resultados del analisis morfolégimmmo el molecular, no mostraron la
formacion de ningun grupo definido de acuerdo a umaovincia, este tipo de acontecimientos ocurreringipalmente por los sistemas de
intercambio que mantienen los agricultores; ademisalta diversidad encontrada esta relacionada cehsistema reproductivo de los
cultivares (polinizacién cruzada) y las mutacionssmaticas reportadas en la especie.
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I INTRODUCCION

La batata o camotépomoea batatadl..)), pertenece ala familia disponibles para estudiar diversidad genética wabgee
de lasConvolvulaceaey es originaria de América (Huaman, encuentran los RAPD (Randon Amplified PolymorphNA),
1992). Se siembra principalmente en zonas tropmicale AFLP  (Amplified Fragment Length  Polymorphism,

subtropicales, por su raiz reservante comestilledbpresentan
gran contenido de azucares, carotenos y vitamiadrédeet

al., 2009; Chamba, 2008). Actualmente se cultiva esiaedl 00
paises y se ha ubicado en el quinto lugar en atelémportancia
después del arroz, trigo, maiz y yuca (Cosme 204B; Linares
et al, 2009). El Centro Internacional de la Papa (C1B88) y

la Food and Agriculture Organization (FAO, 2011jxnh
sefialado que el camote es una planta ristica gtiletslerante

a un amplio rango de condiciones edaficas y cltaatque muy
pocos cultivos pueden tolerar, lo que la hace itapbe desde el
punto de vista agricola, industrial y alimenticibambién

sefialan la importancia que ha adquirido al sezaitib como un
alimento sano y destacan que el cultivo debe sesiderado
dentro de los planes de seguridad alimentaria etnosupaises.

El camote tiene generalmente una alta diversidag, sg
distinguen facilmente sobre la base de
morfolégicos (Acheampong, 2012). Sin embargo

caracteristicas morfoldgicas no son el mejor irtdiogpara la
diferenciacién entre cultivares a nivel genéticoclial incide
directamente en programas de conservacion y mejnson
Por ello la caracterizacibn molecular
complementar
morfolégicos ya que brinda una informaciéon pregisanas

se utlizarapa
la caracterizacion basada en des&¥pto

microsatélites (SSR: Simple Sequence Repeats) RS
(Random Amplified Microsatellites). Los microsatés han
tomado ventaja sobre los otros marcadores gengétieb&o a
que: i) tienen el mas alto grado de polimorfismoCyP ii)
segregan de manera mendeliana y son codominaniesyos
alelos son encontrados entre individuos estrechi@men
relacionado (Piceet al, 2011); iii) son muy abundantes, los
microsatélites estan uniformemente dispersos aédradel
genoma, aproximadamente cada 10 Kbp; iv) ademasirsan
técnica sensible, ya que solo se usan pequefiadachrd de
ADN y son selectivamente neutros (Mufioz, 2008).

El Ecuador, el camote como recurso genético y cauitivo es

consumido por pocos agricultores tradicionales prasencia
en los mercados es escasa, es por esto que sgecamsgcesario
recolectar, conservar y caracterizar la diversigiética de la

los caexcter batata, para identificar genotipos valiosos quelanaser usados
laen programas de mejoramiento y sobre todo paraquenel

cultivo como una posible alternativa agricola fartlecer la
soberania alimentaria en el pais.

Il MATERIALES Y METODOS

detallada que la fenotipica (Kaepal, 1997). En la actualidad Recoleccion de germoplasma

existen varias técnicas moleculares que nos permit@ocer

Se recolectaron 368 accesiones de camote en 1Biges/del

como se encuentran las proporciones de genes en Igguador. La fase de colecta se realiz, mediamntera de datos

poblaciones naturales de manera directa. Los difesdipos de

usando fichas pasaportes, cuyo formato se enclestédalecido

marcadores se distinguen por su capacidad de aeteChor el Departamento Nacional de Recursos Fitogeméti

polimorfismos en loci Unicos o mdltiples y son dpot
dominante y codominante (Cubero, 1999). Entre dasitas

(DENAREF-INIAP), estas fichas incluyen informacidel



colector, ubicacion geografica, latitud y longitedtado de la
muestra, informacién ecolégica y de suelo, usofadgsanta,
entre otras.

Caracterizacion morfoldgica
Experimento

Se realizo la siembra de cada uno de las accesemda

Estacion Experimental Tropical Pichilingue — INIAPbicada
en Quevedo a 73 msnm, con una temperatura media te°C.

En cada cama de siembra se colocaron 10 guiasdechbres
de insectos-plagas y enfermedades. Cada guia fteslaccon
8 nudos o yemas axilares en estado activo de destion El

manejo agrondmico del cultivo, consistido en lairfescion

del terreno una semana antes de la siembra, alota# la

maleza manualmente y el riego de los materialesvamgpor
mes hasta el momento de la cosecha. Ademas ssrkzafioda
de las accesiones a partir de los dos meses dbrsiecon una
frecuencia de 15 dias.

Descripcién morfologica

Una vez que la planta alcanzé la madurez (60 dis),
registraron los datos morfolégicos. Para esto Bzsend 36

descriptores morfolégicos tomados del libro de dpswes de

la batata (Huaman, 1991) mas 12 descriptores éxochipara

las caracteristicas de floracion. Los descriptaremtitativos

se registraron en base al valor promedio obten&db plantas
al azar de cada entrada. Los caracteres cualitafiveron

evaluados usando una escala del O al 9.

Se evaluaron las siguientes caracteristicas clirdita
enroscamiento, cobertura del suelo, color predamiénaolor
secundario y pubescencia de los tallos, forma el ptipo de
I6bulos, pigmentacion de las nervaduras y colodad&oja
madura e inmadura, pigmentacion del peciolo, fodaéctos,
color predominante de la piel, intensidad del colo
predominante, color secundario de la piel, col@dpminante
de la carne, color secundario de la carne, digtidtoudel color
secundario de la carne, formacion, variabilidadlaléorma,
produccion de latex, oxidacion y agrietamiento deraiz
reservante.

Las caracteristicas cuantitativas analizadas fuésagitud del
entrenudo y diametro del entrenudo de los talléspero de
I6bulos y tamafio de la hoja madura, longitud dedigie,
grosor de la corteza, unién de la raiz reservdrsdi@ nimero
de raices reservantes por planta, tamafio y pesia daiz
reservante.

Las caracteristicas de floracién analizadas fuehdiito de
floracion, color, forma del limbo, forma de los atys, apice de
los sépalos, pubescencia de los sépalos, colestigina, color
del estilo, posicion del estigma, largo de la flor¢cho de la flor
y nimero de venas por sépalos.

Andlisis de datos

Los datos generados de la caracterizacion morfadfgieron
examinados usando el programa SPSS Statisticsattiqet
al., 2002). Se realiz6 el andlisis descriptivo de Magables
cualitativas y cuantitativas. Andlisis de correfaciusando el

r

coeficiente de Pearson. Analisis multivariado usarid
distancia Euclidea al cuadrado y el algoritmo dedVademas
de la distancia de Mahalanobis para relacionar sdato
cualitativos y cuantitativos. Se calculé el valéscdiminante
entre los caracteres cuantitativos usando la prdeli@uncan y

el estadistico de Levene y para los caracterestatbals la
prueba de chi-cuadrado, V de Cramer y el coefieiete
correlacién. Posteriormente se aplicé el analisis d
componentes principales y el andlisis discriminaatednico.

Caracterizaciéon molecular
Recoleccion del material vegetal

La toma de las muestras se realiz6 a partir deshjoj)enes,
primordios foliares dias antes de la cosecha deaddsriales en
campo. Las muestras fueron conservadas en 25gjlicegel

por 72 horas, para su posterior molienda y extéacci

Extraccién de ADN gendémico

Para la extraccion de ADN se utilizé el protoc@partado por
Dellaportaet al. (1983) con modificaciones por Elias$ al.
(2004), para muestras secas. Después de la exmace
determiné la cantidad de ADN por espectrofotomettias
muestras fueron diluidas a una concentracion fileabng/ul.
Las muestras diluidas y validadas se utilizarom fereaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) con marcadorascadores
microsatélites que fueron secuenciados por el aentr
Internacional de la papa (Huaménal, 2009; Huet al, 2004)
(Tabla 1). Las reacciones PCR se realizaron usahdetodo
M13-Tailing siguiendo el protocolo interno del ladtrio de
biotecnologia de la Estacion experimental Santaali@at
INIAP (Morillo et al, 2002). Las condiciones de la PCR
consistieron en un ciclo inicial 94°C por 2 minytos ciclo de
desnaturalizaciéon 95°C por 4 minuto, 25 ciclos de
desnaturalizacion ciclica a 95°C por 1 minuto, 2wutos de
anillamiento a la temperatura establecida para paidzer, 2
minutos de elongacién ciclica a 72°C y un cicloafine
elongacion a 72°C por 10 minutos, por ultimo lakgizacion

a 4°C por 10 minutos (Morillo, 2002). Los tamafiedat alelos
se visualizaron usando el secuenciador LI-COR 43Q0se
utiliza electroforesis vertical en geles de acrittan Los
tamafios de los alelos fueron evaluados usando fevase
SAGAGT, se calculé el tamafio restando 19 pb pectentes

a la longitud del cebador M13. Estos datos sezatitin para los
posteriores analisis.

Andlisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron en el programa
STRUCTURE versién 2.3.4. (Pritchagtlal, 2000) obteniendo
un set de frecuencias alélica, que se utilizd paxlculo de
del contenido de informacién de polimorfismo (PI@)
heterocigosis usando el software Polymorphic Infdiom
Calculator (Nagyet al, 2012). El analisis de conglomerados se
realizé usando el método UPGMA del programa TREECON
version 1.3 (Van de Peet al, 1994) para esto los fragmento
amplificado por los microsatélites, fue tratadosmooun
caracter unitario y se anoté los cédigos como uaigizbinaria
(1/0, presencia/ausencia). Usando la matriz binas&
determiné el analisis molecular de varianza (AMOVA)



analisis de coordenadas principales y el calculégidistancias software Excel Microsatellite toolkit (Park, 2001),
genéticas de Nei usando el software GenALEX ve(Beakall introduciendo la matriz genotipica obtenida del gpama
et al, 2006). Para la identificacion de duplicados sé es SAGA.

Tabla 1. Primer SSR usados para el genotipaje de 8@ccesiones de camote

Primers Repeat Primer F Primer R Tamafio
IbE 14 (GAYG GAAGTCAGGTTGCTAACGTG AAATTTCCTGCCTGGCTTCT 85-5710
IbE 27 (GAC)GA CTGCAATCTGATTCTCTAGCTTTCT AGTCCTGGCGTCTTCGTAGTT 100-57-130
IbN 18 (CTh GCCCTTCCTTATAGGACAACAAATG TGACACCACCGTACGTACAGCTT 157-57-178
IbN 34 (CT) CGCACTTCAACTCTCACTAATCC ATCGTTGACAGCGACAAGCTCG 2763-308
IBSSR 10 (AGYAL(AG); ATTCTCTCTCTATGCGTTGCCG CACACCAAAAAGTCCCAAATCTTG 17

IbE 5 (TAxTC GCTCTTGACTTCACTCATTCTCTTC ATCGTTGTGGTCGTTGTTCTC 210-60-220
IbN 37 (TA),T GATGATGGAGCTATAAATCTCG GTCACTGTCCTCCAGTTTTTC 16184

IbY 46 (ATCYEAT TAGTAACACCATTACTTATTAACTTTG | TGTAATCTCATGGATTGCTCGTAG 126-144

M. RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion de germoplasma

Durante la recoleccién se observd que el cultivplastado
principalmente para el uso familiar (autoconsunigd. se
observaron sectores donde exista tecnologia,
inversiones, hecho que refleja que el volumen eimisia en el
pais haya decrecido en los Ultimos afios (MAGAP9200

El cultivo de camote, se encuentra disperso eodal &l pais
(figura 1), debido principalmente a su amplia adaph
agronémica (Figueroa, 2010; Montest al, 2010). Las
accesiones recolectadas se encontraron adaptasies lds 1
msnm hasta los 2947 msnm en diferentes tipos dessirinto
(2012) menciona que el cultivo del camote estarfido en
el Ecuador porque el pais presenta caracterigf@agraficas y
climéaticas adecuadas para su desarrollo.

Recoleccion accesiones Camote

0 400

N
Figura 1. Puntos de colecta de las accesiones denote en
Ecuador.

Caracterizacion Morfol6gica

El dendograma generado a partir de la distancididazcy el
algoritmo de Ward mostré graficamente la variabilid

nas alt

existente dentro de las accesiones, dando lugafarhacion
de siete grupos que comparten caracteres morfol®gic
similares. El dendograma no mostré formacién dgumrgrupo
definido de acuerdo a una provincia, lo que indice las
variedades se encuentran homogéneamente distisbdeéatdro
del pais. Hecho que podria explicarse por el iatalgo de
materiales por parte de sucesivas generacionegribeltores
(Veasey et al, 2007). En Ecuador a través de estudios
arqueologicos se ha evidenciado un intercambio @eemte de
productos agricolas, especialmente entre zonasrafeas
diversas (Ayala, 2008).

Los descriptores cualitativos que presentaron glompoder
discriminante para la formacién de los grupos nédicos,
usando la prueba de chi-cuadrado (p<.001); fuetoroler
secundario, color predominante, distribucién delloico
secundario en la carne y defectos en la superdieida raiz
reservante; la forma del perfil, forma del I6buntral y tipo
de l6bulo en las hojas (tabla 2). Estas varialaledtén fueron
responsables de la variabilidad genética en losltegos
obtenidos por Olivera et al (2000) y Calvalcant@let2009).
Por otro lado Veasegt al. (2007) describen como variables
utiles para la descripcion del germoplasma la emidn de la
pulpa, la forma y los defectos de la raiz resepjaaitigual que
en la coleccién ecuatoriana.

En el analisis de componentes principales, el prime
componente se asocid positivamente con rasgosdaies el
namero, tamafio y peso de la raiz reservante, aindeg
componente se asoci6 a caracteristicas de lathajario de la
hoja madura y longitud del peciolo (figura 2.).dsstesultados
son similares a los reportados por Macgtial. (2013) donde
en el primer componente estd asociado con lastesisticas
de la raiz reservante como el peso. Igualmente sémet al.
(2013) identificd que los dos primeros componeptexipales
describian el 41% de la variacion y los mismossseiaron con
rasgos de las hojas y caracteristicas de la regzvante.



Tabla 2. Descriptores con mayor poder discriminanten la

formacion de grupos morfoldgicos en 368 accesionds al
camote. '
Tmc'a cn;paci nlo
Variable Chi- Sig. \% Coeficiente o8
cuadrado Cramer contingencia
Forma del perfil 425.01 0 0.52 0.73
general de la hoja o ]
T|p0 de I6bulo de 440.25 0 0.55 0.74 E " cmgrosorcorteza
|a hoja % 0 cln}:lia‘n]et\'oemre -
Forma del l6bulo 446.12 0 0.45 0.74 E— cme.n?l_enudo
central s ’
Defectos de Ila 300.88 0 0.40 0.67 0.2
superficie raiz cmpedundue-" e
reservante " : S TEnumerrsices
Color 423.86 0 0.44 0.73 0,0 = = e A
predominante de mumergletudo
la carne de la raiz e dreser
Color secundarig  542.07 0 0.49 0.77 g
de la carne de I3 P 000 025 050 07s
raiz Componente 1
Distribucién color 489.31 0 0.47 0.76
secundario de g Figura 2. Andlisis de componentes principales de 86
carne de la raiz accesiones de camote.
Caracterizacién Molecular geogréficas, es decir que materiales de regionssntes

) N pueden ser genéticamente muy préximos o inclusboddos.
Se detectaron 89 alelos en 368 accesiones de catiia@ndo | o5 resultados obtenidos al determinar la distagei@ética de
8 microsatélites, con un valor de riqueza alélied 8.12 alelos  Ngj muestran valores muy cercanos. Demarchi (2009)

alelos/locus analizando solamente 59 accesionesad®te  gran impacto en las distancias genéticas, asi ¢mita de los

ecuatoriano. Zhangt al. (2000) analiz6 19 accesiones degjores de distancia sera exagerada para poblaaonemenor
camote ecuatoriano y encontro 41 alelos con 6 sétédites.  yiversidad. La descomposicion de la varianza aéwadel

En general, la mayor variacion encontrada en estteli® se  AMOVA indican que la contribucién a la mayor divielad
debe posiblemente al nimero de materiales anazpdoque  genética se debi6 a las diferencias dentro de pabacion
estos son originarios de diferentes regiones (@8 rias), esto (89%, p= 0.001) las diferencias entre poblacionesbtén fue
demuestra la importante_ diversi(_JIad genética de taren significativa (p=0.001) pero solo contribuyé al 1186 la
Ecuador. El valor promedio de polimorfismo encoutréue de  yariacion total (tabla 3.). Otros estudios tambi@nestran
PIC=0.813, los valores de PIC en general fueronomesya mayor variacion dentro de las poblaciones, Zretraj. (2000)
0.50, lo que nos demuestra que los marcadores GOSN tilizando AFLP al estudiar la diversidad genétice
informativos. De los locus ocupados IBSSR10 e IbBd#los  yariedades de camote recogidas en América tropagairtd
mas polimorficos, esto se debe principalmente a @B16s | na alta variacion (90%) dentro de las poblaciopesna
primers estan constituidos por mayor cantidad getigiones yariacion significativa del 10% entre poblaciongso de los
de (GA). Huet al. (2003) mostré realizando un screening ensctores que conduce a un alto porcentaje de difeeion
librerias gendmicas de camote que los dinucleol@@9 son  dentro de cada poblacion, se debe a la inciderciaudaciones
los mas abundantes y :T\Itamente polimérficos pagaespecie. jeatorias en camote (Folquer, 1978; Veaseyal, 2008;
La alta diversidad geneética del camote que se vbsET este  Clarke, 2009). Las mutaciones mas frecuentes gpessentan
estudio esta relacionada con diferentes factoreas&et al.  gp g camote, son las que afectan al color dedeaca y a la
(2008) menciona que uno de las causas principal® qpyipa de las raices reservantes (Ctarkl, 1991). Dentro de la
conducen al alto grado de variacion entre accesjgmeede  coleccion de Ecuador por ejemplo se observo, qaedasion
estar relacionado con el sistema de reproduccibrataote gcy 19181 presentaba una mutacion somatica erceldm|a
(polinizacion cruzada), otro de los factores @atefcambio de  z5cara. Folquer (1978) resalta que este tipo daciones han
variedades locales entre los agricultores, por @gren el griginado nuevas variedades de camote y es un rfacto
analisis de duplicados se observé que las accesiB®  jmportante en la variabilidad de la especie. Eargllisis de
19023 (Chimborazo) y ECU 19069 (Azuay) a pesarededs  guplicados se determinG que el 17.39% de accesisoes
provincias distintas presentan el 100% de similgedética. En duplicados. Ritscheét al. (2002) menciona que una de las
el dendograma UPGMA con los datos moleculares,desén  caysas principales para la existencia de duplicasda forma
distancia genética de Nei, se observo la formad@ércuatro e multiplicacién (propagacién vegetativa) que udas

grupos geneéticos. El analisis mostro, al igual glestudio  agricultores en muchos casos para el intercambicuttevo.
morfolégico, que los materiales no se agrupan pgiones



Tabla 3. Andlisis molecular de varianza de 368 acs®nes de camote con 8 primer SSR.

Origen de la variacior g.l suma de cuadrado componentes de li Y%variacion genétice @pr
varianza

Entre [oblacione 3 301.34: 1.11¢ 11%**

Dentro de cada poblaci 364 3368.65' 9.25¢ 89%** 0.108*

Total 367 3670.000 10.37: 100%

*Estadisticamente significativo p=0.001; ** p<=0,0

V.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio revelan ggereloplasma
de camote en Ecuador presentd una alta diverdsidesddo en
los enfoques de la evaluacion molecular y morfaagios
resultados obtenidos serviran para la gestion adecuel

germoplasma y para emprender trabajos de mejortanien

genético en el pais. Se identificé cuéles son Excriptores
morfolégicos con mayor poder discriminante y seraiooro

que

nucleo.
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