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Introduccion a la Serie Boletines Técnicos del IPGRI

Los Boletines Técnicos de la serie IPGRI son producidos por cientificos que trabajan en
el campo de los recursos fitogenéticos y estan dirigidos a las personas encargadas del
manejo de las colecciones de dichos recursos en las diferentes regiones del mundo. Cada
titulo proporciona una guia que permite seleccionar y evaluar las técnicas y
procedimientos de conservacion, y conocer los requerimientos y opciones de
experimentacién adaptados a las condiciones de cada localidad y especies de interés.

El IPGRI promueve y apoya el intercambio de informacién sobre los resultados
obtenidos por los investigadores en los laboratorios y bancos de germoplasma, a la vez
que agradece las sugerencias sobre temas para préoximos nimeros de esta serie.
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Presentacion

En los bancos de germoplasma en los paises de América del Sur, Centroamérica y el
Caribe se encuentran aproximadamente 660,000 accesiones pertenecientes a un rango
amplio de géneros y especies de plantas las cuales estan sélo parcialmente documentadas.
En los ultimos anos se han realizado esfuerzos importantes en el registro y
almacenamientos de los datos de pasaporte y la caracterizacién de estas accesiones, asi
como en el intercambio de la informacién relacionada. No obstante, con algunas
excepciones, existe un conocimiento limitado sobre cémo analizar estos datos, las técnicas
y las herramientas estadisticas disponibles y los diferentes tipos de andlisis posibles
segtin las necesidades y los objetivos de los investigadores y botanicos.

Las publicaciones sobre los conceptos basicos de caracterizacién y los métodos de
andlisis estadistico de germoplasma por lo general contienen poca informacién y su
empleo no resulta practico para la mayoria de los usuarios. Aunque existen trabajos de
tesis y articulos cientificos en revistas especializadas, su forma es puntual y no destacan
la importancia del anélisis estadistico en la caracterizacién morfolégica de los recursos
genéticos, ni sirven de guia para que los investigadores seleccionen las técnicas apropiadas
segtlin sus necesidades.

El Instituto Internacional de Recursos Genéticos (IPGRI) con la colaboracién de
expertos desarroll6 el presente boletin como una ayuda para investigadores y curadores
sobre las alternativas posibles cuando se analizan conjuntos de datos de caracterizacion
morfolégica de germoplasma. Es importante, sin embargo, tener en cuenta que no se
trata de un manual de estadistica ni de manejo de herramientas o programas relacionados.
La idea principal es proporcionar una sintesis de las técnicas actualmente disponibles
para analizar datos de caracterizaciéon morfolégica y un marco de referencia para la
identificacién de las técnicas mas apropiadas en cada caso.

Para la preparacién de este boletin se tuvieron en cuenta varios Estudios de Casos
en los que se incluyen como objetivos de la caracterizaciéon: (1) la medicién de la
variabilidad genética de la coleccién de germoplasma; (2) el establecimiento de la
representatividad de los ejemplares en la coleccién en relacion con la variabilidad del
germoplasma en una regién o con la variabilidad total de la especie involucrada; y (3) la
caracterizacion de la estructura genética. Otros objetivos, no utilizados en los estudios
de casos en este boletin, son la identificacion de duplicados en una coleccién y la deteccién
de genes especiales o alelos particulares, bien sea solos 0 en combinaciones tinicas, que
se expresan en caracteres morfoldgicos en diferentes estados.

En este boletin se hace énfasis en el andlisis estadistico de los datos de caracterizacion
morfolégica como el primer paso para estudiar la variabilidad genética y se presentan,
en forma general, las diferentes técnicas estadisticas que facilitan un mejor entendimiento
de dicha variabilidad. Sin embargo, los editores quieren llamar la atencién del
investigador indicando que en la temética no se incluyen técnicas estadisticas relacionadas
con la biologia molecular la cual ha agregado nuevos conceptos y herramientas para un
mejor entendimiento de la variabilidad y donde, igualmente, el analisis de datos juega
un papel importante.

Aunque los actuales avances derivados de la biologia molecular han proporcionado
nuevas técnicas para la caracterizaciéon de germoplasma, la aplicacién de éstas todavia
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no se ha generalizado en la mayoria de los bancos de germoplasma de la regién. Asi
mismo, los desarrollos en los sistemas de informacién geogréfica (SIG) estan facilitando
la identificacién de las condiciones predominantes en los sitios de origen de las especies
vegetales. En consecuencia, gracias a estas herramientas modernas la caracterizacion
estd tomando una nueva orientacion hacia el analisis integrado que incluye varias
disciplinas para una mejor comprensién de la variabilidad genética de las colecciones
de germoplasma.

Se espera que las técnicas aqui descritas sean ttiles para los investigadores en
recursos genéticos y curadores de colecciones de germoplasma que trabajan en forma
exclusiva con descriptores morfoldgicos.
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Variablidad Genetica y Caracterizacion de Especies Vegetales

Rigoberto Hidalgo*

Como sucede con todos los organismos vivos que se desarrollan en condiciones natu-
rales, la poblacién de individuos que conforman una especie vegetal estan bajo una con-
tinua interaccién dindmica de adaptacion con los factores en los que crece esa poblacién.
Dichos factores son los bidticos (microorganismos, otras especies vegetales, animales
inferiores y superiores) y los abiéticos (clima y suelo), para ello, cada especie adapta la
informacién contenida en el genoma de acuerdo con las necesidades de sobrevivir en su
entorno. El resultado de esta interaccién adaptativa se traduce en la acumulaciéon de la
informacién genética que a manera de variantes cada especie va guardando entre los
miembros de su poblacién, y que se va transmitiendo en las subsiguientes generaciones
a través del tiempo. De esta manera, aunque la poblacién de individuos en una especie
comparte caracteristicas comunes y se pueden cruzar entre ellos, también es cierto que
en cada uno existen muchas variantes individuales. La suma de todos los individuos
con sus respectivas variantes es lo que se conoce como variabilidad genética de una
especie, la cual permite a dicha especie adaptarse a los cambios que se pueden presentar
en su entorno.

Fuentes de variabilidad

Existen numerosos tratados en los que se discute como se ha producido y atin se pro-
duce la variabilidad de las especies vegetales. Sin embargo, para los propdsitos practicos
de este boletin, las fuentes de variabilidad para las especies de plantas cultivadas se
pueden resumir en las categorias siguientes.

Evolutiva

Se refiere a la variabilidad producida durante los procesos evolutivos de especiacién por
los que haya pasado una especie, principalmente durante las etapas de aislamiento
reproductivo, asi como a la dindmica que la especie ha tenido y sigue teniendo en
condiciones naturales. En este aspecto Ford-Lloyd y Jackson (1986) consideran que los
patrones de diversidad genética de las plantas cultivadas resultan de la interaccion de
los factores principales siguientes: mutacion, migracion, recombinacion, seleccién (natural
y artificial) y deriva genética. Los tres primeros estimulan la producciéon de nueva
variabilidad, mientras que los dos restantes pueden reducirla. En esta interacciéon entra
a jugar un papel relevante la biologia reproductiva —autégama o alégama, con sus
variantes— que desarrolle la especie esperando, por lo general, una mayor variabilidad
en las alégamas que en las autégamas.

Geografica

Esta fuente de variabilidad es importante para un buen niimero de especies cultivadas
que tienen un amplio rango de distribucion geogréfica, porque ademds de su dispersién
natural, han sufrido una extensa dispersion artificial por accién del hombre. En ambos

* Ing. Agr. Especialista en Recursos Fitogenéticos.
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casos, al llegar a un nuevo nicho ecolégico empiezan un nuevo proceso evolutivo en el
cual crean variantes genéticas de adaptacion como respuesta a variaciones en los
componentes ambientales. Una vez mads entran a jugar los factores principales
mencionados en la variabilidad evolutiva. En términos generales, se espera que a mayor
rango de dispersién geografica de una especie vegetal, ocurra una mayor variabilidad.

Domesticacién

Durante el proceso de domesticacion de las especies cultivadas el hombre ha ejercido
una fuerte presion de seleccién que ha permitido la preservaciéon de muchas variantes
las cuales, posiblemente, hubieran desaparecido en condiciones naturales. De la misma
manera, el hombre también indujo la produccién de nuevas variantes, tanto para
facilitar el manejo agronémico como para incrementar la produccién. Este fenémeno
se puede encontrar en todas las especies cultivadas, especialmente en las altamente
domesticadas como los cereales (trigo, maiz, arroz), papa, frijol y otras. En el proceso
de domesticacion se pueden identificar dos etapas distintas de presién de seleccion
del hombre con el objeto de preservar o producir variabilidad: (1) La domesticaciéon
que abarca todo el proceso de seleccién empirica mediante el cual el hombre fue
adaptando las especies para suplir sus necesidades basicas en alimentacion, vestido,
salud e industria. Esto fue posible mediante la selecciéon y conservacién de variantes
utiles que aparecian en las poblaciones en un proceso que para la mayoria de las
especies cultivadas tuvo una duracién superior a 10,000 afios. (2) El descubrimiento
de la genética que proporcioné una via alterna a la naturaleza permitiéndole ampliar
su variabilidad en el corto tiempo. Por otra parte, desde el comienzo del siglo XX, es
decir hace aproximadamente 100 afios, genetistas y mejoradores han estado
produciendo nuevas variantes genéticas mediante infinidad de cruzamientos en la
busqueda de solucionar problemas de produccién y aquellos ocasionados por plagas
y enfermedades en las especies cultivadas.

Expresion de la variabilidad

Toda la variabilidad producida en los procesos descritos anteriormente se almacena en el
genoma, es decir, entre los miembros de la poblacién que conforman la especie, y puede
0 Nno expresarse en caracteristicas que permitan ser identificadas. Por tanto, desde el
punto de vista de su expresion, la variabilidad contenida en el genoma de una especie
puede ser agrupada en dos grandes clases: (1) la que se expresa en caracteristicas visibles
y que conforman el fenotipo, y (2) la que no se expresa en caracteristicas visibles y que en
general se refiere a los procesos o productos internos de la planta. Sin embargo, vale la
pena resaltar que muchos procesos en esta tiltima clase estdn siendo identificados mediante
técnicas de biologia molecular que atn no son rutinarias en los bancos de germoplasma,
pero que se espera lo sean en el futuro cercano. Es necesario distinguir entre lo que
puede o no ser expresado en forma visual, con el fin de precisar qué porciéon de la
variabilidad total de la especie se esta analizando en la caracterizacion.

En relacién con el fenotipo, los caracteres que lo conforman corresponden en su
gran mayoria a la descripcion morfoldgica de la planta y su arquitectura. Estos caracteres
se denominan descriptores morfolégicos y se pueden agrupar en los tipos que aparecen a
continuacion.
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Botanicos-taxonémicos

Corresponden a los caracteres morfologicos que describen e identifican la especie y son
comunes a todos los individuos de esa especie. En su gran mayoria estos caracteres
tienen una alta heredabilidad y presentan poca variabilidad, aunque en las especies
cultivadas con frecuencia se pueden encontrar unos pocos que muestran diferentes grados
de variabilidad, especialmente en aquellos de interés particular para el hombre como
son el tipo y la forma de la hoja, la forma del fruto y la descripcién de la flor.

Morfoagronémicos

Corresponden a los caracteres morfol6gicos que son relevantes en la utilizacion de las
especies cultivadas. Pueden ser de tipo cualitativo o cuantitativo, e incluyen algunos de
los caracteres botdnicos-taxonémicos mds otros que no necesariamente identifican la
especie, pero que son importantes desde el punto de vista de necesidades agronémicas,
de mejoramiento genético, y de mercadeo y consumo. A manera de ejemplos de estos
caracteres se puede mencionar la forma de las hojas; pigmentaciones en raiz, tallo, hojas y
flores; color, forma y brillo en semillas; tamano, forma y color de frutos; arquitectura de
planta expresada en hébito de crecimiento y tipos de ramificacién. Algunos curadores de
bancos de germoplasma incluyen descriptores relacionados con componentes de
rendimiento con el objetivo de proveer a los fitomejoradores indicacion del potencial de
este caracter en el germoplasma conservado. En su gran mayoria, estos descriptores tienen
aceptable heredabilidad local pero son afectados por cambios ambientales.

Evaluativos

Esta porcién de la variabilidad sélo se expresa como respuesta a estimulos ambientales
bidticos (plagas y enfermedades) o abidticos (estrés por temperatura, agua, nutrientes).
En general, la respuesta se expresa en caracteristicas de tipo cualitativo.

El estudio de la variabilidad no expresada en caracteristicas visibles en la planta se
concentra en la deteccién de marcadores moleculares, entre los que se incluyen proteinas,
isoenzimas y fragmentos de ADN, tema que se discutira mds adelante. Esta variabilidad
se puede detectar y cuantificar mediante técnicas de biologia molecular que todavia estan
en proceso de refinamiento. El continuo desarrollo de estas técnicas estd aportando
innumerables herramientas para el entendimiento més profundo de la evolucién y la
variabilidad genética y su utilizacién y, finalmente, para el mapeo genético de especies.

En resumen, existe una alta variabilidad genética en las especies vegetales como
resultado de su respuesta para adaptarse a los cambios y presiones de los medios biético
y abidtico que las rodea. La suma de todas esas respuestas, es decir, de todos los miembros
de la poblacién, conforma la variabilidad genética de la especie.

La informacion genética de esa variabilidad se conserva y transmite por generaciones
a través de los miembros de la poblacién de la especie. Aunque dicha informacién se
mantiene mediante una dindmica continua entre los miembros de la especie, la expresion
de esa variabilidad puede o no manifestarse en caracteres visibles. La variabilidad que se
expresa en caracteres visibles se denomina fenotipica y dentro de ella se encuentran las
caracteristicas botanicas-taxonémicas, las morfoagronémicas y las evaluativas como
respuesta a factores bi6ticos y abiéticos. La variabilidad que no se expresa en caracteristicas
requiere para su identificacion el uso de técnicas especiales de laboratorio que en la
actualidad se refieren principalmente a marcadores moleculares. La variabilidad es mas
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evidente en las especies vegetales cultivadas, porque adicionalmente a las presiones del
medio, han sufrido la seleccién ejercida por el hombre para adaptarlas a sus propositos.

El interés por la variabilidad de las especies vegetales

Antecedentes histdricos

El hombre a través de la historia ha dependido de las plantas para su supervivencia.
Como se mencioné antes, las plantas en su estado natural tienen una dindmica evolutiva
y estan continuamente produciendo variabilidad. Tanto la variabilidad visible como la
no-visible han sido usadas por el hombre para identificar, estudiar y utilizar las especies
vegetales. A continuacion se presenta una sintesis de los principales eventos histéricos a
través de los cuales el hombre se interes6 progresivamente por la variabilidad existente
en las especies vegetales.

Primeros recolectores. Las caracteristicas morfoldgicas de las plantas han sido utilizadas
por el hombre desde el momento en el cual comenzo a recolectar semillas y a seleccionar
especies vegetales que le podian servir para satisfacer sus necesidades basicas. Asi,
mediante la identificacion de caracteristicas claves como colores, formas, olores y texturas
le fue posible inferir sobre los usos potenciales de una especie en particular. El proceso
de domesticacién de la gran mayoria de las especies cultivadas que hoy se conocen tuvo
una duracién superior a 10,000 afios y durante ese tiempo se acumulé una gran cantidad
de variantes genéticas en cada especie, las cuales es posible diferenciar en forma visual
por sus caracteristicas fenotipicas.

Botanica clasica. A medida que se fueron seleccionando cada vez mas especies ttiles y
muchas de sus variantes genéticas, se acumulé informacién valiosa que fue transmitida
por generaciones, especialmente en aquellas culturas establecidas en los centros de origen
y domesticacion de cultivos. Sin embargo, aunque esa informacién era sumamente {itil
desde la perspectiva de utilizacién, su importancia se torn6 mas relevante cuando en el
siglo XVIII aparecieron los botanicos clasicos encabezados por Carlos Lineo, quien inicié
el gigantesco trabajo de clasificar cientificamente las especies vegetales, dando inicio al
uso de la nomenclatura binomial para identificarlas. El éxito de esta tarea se fundamenté
en el conocimiento detallado de las caracteristicas morfoldgicas de todas las partes
componentes de la planta, especialmente de la flor.

Ademas de la clasificacion individual de las especies, otros investigadores como De
Candolle, Bentham, Hooker, Engler y Prantl iniciaron una tarea paralela de clasificacion
filogenética y taxondmica de grupos superiores como érdenes, familias, tribus y géneros
mediante la identificacion de caracteristicas comunes a esos grupos (Hutchinson, 1964).
Mas tarde, a finales del siglo XIX, se comenz¢ a elucidar la distribucién geografica de los
grandes grupos botdnicos. Naci6, entonces, la geografia botanica encabezada por
Alexander von Humboldt (Plucknett et al., 1992) en la cual los datos relacionados con los
sitios de recoleccion empezaron a ser importantes, dando origen a lo que posteriormente
se denominaria ‘datos pasaporte’.

Genética-centros de origen. Desde mediados del siglo XIX han ocurrido varios
acontecimientos que resaltan, ain mas, la importancia de la variabilidad genética
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producida durante siglos en los centros geograficos de diversidad de cultivos. En este
periodo, ademas de identificar la variabilidad de las caracteristicas de las plantas, también
se establecid la posibilidad de manipular dichas caracteristicas. Entre los eventos
sobresalientes se pueden mencionar los siguientes:

Descubrimiento de la genética y su utilidad. Los postulados de Mendel (1865) fueron
redescubiertos en el comienzo del siglo XX. Gracias a este acontecimiento se pudo
entender cémo se transmiten las caracteristicas de las plantas de una generacién a otra
abriendo, asi, la genética un potencial inmenso como herramienta ttil en la manipulaciéon
de dichas caracteristicas, es decir, de la variabilidad.

Necesidad de producir mds alimentos. Al comienzo del siglo XX ya era apremiante la
necesidad de producir mds alimentos para suplir la demanda de la creciente poblacién
mundial. Con la adopcién de la genética como herramienta de manipulacién aparecieron
los mejoradores de plantas, quienes, sin embargo, para poder cumplir con sus objetivos
necesitaban disponer de una mayor variabilidad de especies cultivadas.

Teoria sobre los centros de origen de los cultivos. En la década de 1920-30 el botanico
ruso N. L. Vavilov concibié métodos detallados de clasificacion basados en las
caracteristicas de las plantas, entre ellos: especies, subespecies, variedad, subvariedad y
forma, y los correlacioné con la distribucién geografica para determinar donde se
encontraba la mayor variabilidad. Con esa informacién propuso su teoria de los centros
de origen de las especies cultivadas, la cual ayudé a los fitomejoradores a encontrar la
diversidad que estaban buscando (Hawkes, 1970).

Establecimiento de bancos de germoplasma. Con el conocimiento mds detallado de los
centros de origen, varios paises empezaron a recolectar la variabilidad de los cultivos
existente en ellos y surgid, entonces, la necesidad de establecer los bancos de
germoplasma. La FAO desde 1960 inici6 la tarea de concientizar a las instituciones sobre
la necesidad de preservar los recursos genéticos para, por un lado, tener herramientas
con el fin de aliviar la cada vez mds grave escasez de alimentos y, por otro, salvar la
variabilidad de aquellas especies cultivadas que se encuentran en peligro de erosién en
los centros de origen y de diversidad. Asinacieron los bancos de germoplasma en los
centros internacionales de investigacién agricola.

ADN, marcadores moleculares y biologia molecular. A mediados del siglo XX Watson
y Crick (1953) descubrieron la estructura del ADN lo que permite el conocimiento
basico del codigo genético y los mecanismos mediante los cuales la totalidad de
caracteristicas visibles y no-visibles de un organismo se establecen y son transmitidas
de generacién en generacién. Alrededor del estudio del ADN se desencadend, entonces,
una serie de nuevas dreas de investigaciéon que en las tltimas dos décadas se han
fusionado bajo el comin denominador de biologia molecular. Son innumerables las
consecuencias de este descubrimiento para la evolucion, la biologia y la genética. Es
importante, también, resaltar que asi como los factores biéticos y abiéticos estimulan
nueva variabilidad visible y aun pueden modificar la ya existente, igualmente pueden
producir cambios en moléculas basicas constitutivas del ntcleo y del citoplasma de
una célula. Como resultado surgié el concepto de marcadores moleculares o tipos
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adicionales de caracteristicas relacionadas con los componentes moleculares y el ADN
constitutivos de las células y cuyo uso cada dia es mayor para describir la variabilidad
del germoplasma de una especie. La variabilidad o polimorfismo de estos marcadores
puede ser usado en los diferentes estudios sobre la diversidad genética de las especies
vegetales y su herencia puede ser monitoreada. Los grandes grupos de marcadores
moleculares reconocidos son: (1) las proteinas, que pueden ser de reserva o
almacenamiento, y las isoenzimas o aloenzimas que son formas diferentes de una enzima
que comparten una misma actividad catalitica y pueden ser denominadas como
isoenzimas; y (2) el ADN cuyas diferencias en las secuencias, principalmente de
fragmentos, se presentan por poliformismos o variabilidad.

En resumen, la secuencia histérica antes descrita muestra cémo el hombre ha
identificado, conservado y utilizado la variabilidad desarrollada por las especies vegetales
como respuesta de adaptacion y supervivencia a los cambios que presentan los medios
bidticos y abidticos que las rodean. Esa variabilidad es notoria en las especies cultivadas
y fue la base para la supervivencia de las primeras civilizaciones, el desarrollo de la
botanica y la taxonomia, el descubrimiento de la genética, del desarrollo de la teoria de
los centros de origen y el establecimiento de los bancos de germoplasma.

Caracterizacion de la variabilidad

En la caracterizacién de una especie se estima la variabilidad existente en el genoma de
la poblacién de individuos que la conforman. Asi, el genoma de las especies de animales
o plantas contiene toda la informacién codificada en forma de genes que se necesitan
tanto para establecer su identidad morfolégica como para desarrollar todos los procesos
y funciones vitales para su supervivencia. Se estima que las plantas superiores poseen
un poco mas de 400,000 genes con funciones particulares dentro de la especie y un buen
ndamero de ellos ha creado variantes por efectos evolutivos y del medio ambiente. Esas
variantes se van acumulando entre los diferentes miembros componentes de la especie
y la suma de todos los efectos de los genes y sus variantes es lo que se denomina
variabilidad genética de una especie.

Anteriormente se mencioné que los todos los genes cumplen determinadas
funciones y sus efectos pueden o no expresarse en caracteristicas identificables de forma
visual. Esto quiere decir que hay una variabilidad que se puede detectar a simple vista
y otra que, aunque no es visible facilmente, también existe en la especie pero que requiere
de técnicas especiales para ser detectada. Por ello, es primordial identificar cual es el
nivel de variabilidad que se intenta medir o describir con el fin de elegir las herramientas
o métodos estadisticos adecuados para analizar los datos resultantes de un estudio de
caracterizacion.

El primer nivel se refiere a la caracterizacion de la variabilidad detectable
visualmente, la cual se puede dividir en los tipos siguientes: (1) Las caracteristicas
responsables de la morfologia y la arquitectura de la planta utilizadas en un principio
para la clasificaciéon botanica y taxonémica, aunque en muchas de ellas se pueden
encontrar variantes. (2) Una serie de caracteristicas relacionadas especialmente con
aspectos de manejo agronémico y de produccién de la especie que son de interés para
mejoradores y agréonomos. En la mayoria de los bancos de germoplasma de programas
existentes actualmente se hace una caracterizacion morfoagronémica en la que se fusionan
estos dos primeros tipos. (3) Un grupo de caracteristicas detectables visualmente que
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s6lo se expresan como reaccién a estimulos del medio ambiente. Estos pueden ser biético
como plagas y enfermedades; o abiéticos como sequias, deficiencias de minerales y
cambios en temperatura, entre otros. Este tipo de caracterizacion se denomina evaluacién
y para su correcta cuantificacion, generalmente, se requieren disefios experimentales
separados de la caracterizacién morfoagronémica.

El segundo nivel se refiere a la caracterizacion de la variabilidad que no es detectable
por simple observacion visual. Esta caracterizacion se denomina molecular porque se
refiere a la identificacién de productos y/o funciones internas de la célula. Todas las
técnicas de laboratorio para detectar esta variabilidad se agrupan dentro del concepto
de marcadores moleculares explicado anteriormente. Sibien ya existen algunos métodos
de analisis de datos en proceso de desarrollo para estos tipos de caracterizacion las técnicas
de laboratorio son relativamente recientes y estdn en continuo proceso de mejoramiento
y actualizacién.

En este boletin se incluyen principalmente los métodos de analisis mas comunes
para el primer nivel que se refiere a la caracterizacién morfoagronémica, aunque
dependiendo de las circunstancias, los datos de tipo evaluacion también se pueden incluir
dentro de este analisis. Para las especies vegetales cultivadas son de gran utilidad estos
dos tipos de caracterizacién, ya que proporcionan una idea clara sobre la variabilidad de
interés para los investigadores agricolas y los curadores de las colecciones de
germoplasma. En relacién con el segundo nivel es necesario aclarar que, aunque algunos
de los métodos de andlisis de datos morfoagronémicos son utilizados para la
caracterizacion molecular, este analisis no se considera en este boletin. Sin embargo, es
oportuno enfatizar nuevamente que la actual tendencia consiste en integrar globalmente
los resultados de los diferentes tipos de caracterizacién (morfoagronémica + evaluacion
+ molecular) en forma complementaria con datos de informacién geogréfica de origen
lo que permite tener una idea mas completa en el intento de estimar la variabilidad total
del genoma de una especie vegetal. Este tiltimo objetivo empieza a ser prioritario en los
bancos de germoplasma nacionales e internacionales.

Por tanto, el enfoque actual del estudio de la variabilidad genética de las colecciones
de germoplasma de una especie exige la documentacion lo mas completa posible de las
accesiones componentes de dichas colecciones. Esta documentacién incluye informacién
sobre el origen geogréfico (localizaciéon geogréfica, altitud, clima y suelo), la
caracterizacion morfolégica, la evaluacion de la respuesta a factores bidticos y abidticos
y, por dltimo, una caracterizacion de marcadores moleculares (proteinas, enzimas, ADN)
para cada accesién. Estos grupos de informacion, aparentemente independientes, se
encadenan para finalmente establecer criterios racionales que permiten explicar la
variabilidad de la especie en estudio. No obstante, es necesario enfatizar que
independientemente del nivel de caracterizacién, los resultados del anélisis de los datos
son s6lo una estimacioén de la variabilidad total de la especie.

Objetivos de la caracterizacion

En el proceso de caracterizacién de una coleccién, independientemente de su tamario, se
pueden establecer los objetivos principales siguientes: (1) Medir la variabilidad genética
del grupo en estudio; para lo cual se pueden incluir uno, varios o todos los niveles posibles
de variabilidad, es decir, fenotipica, evaluativa y molecular, utilizando en todas ellas
descriptores previamente definidos. (2) Establecer la representatividad de la coleccién y
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su relacion con la variabilidad de la especie en una regioén, o con la variabilidad total de
la especie. (3) Investigar la estructura genética, o sea, la forma como se compone la
coleccién estudiada en relacion con las variantes, o sus combinaciones que forman grupos
o poblaciones identificables. Lo anterior estd influenciado por factores demograficos in
situ, tales como tamano de poblacién, biologia reproductiva y migracién. (4) Identificar
los porcentajes de duplicidad de accesiones que puedan existir en una misma coleccién
0 en comparacién con otras colecciones de la especie. (5) Identificar genes especiales o
alelos particulares que pueden ser de cardcter individual o en combinaciones tinicas y
que se pueden expresar en caracteres visibles (morfolégicos o de evaluacion) en diferentes
estados o combinaciones de estados. A estos genes generalmente se les denomina “stocks
genéticos’ y son utilizados para investigaciones de aplicacién practica inmediata, como
es el caso de resistencia a factores biéticos.

En este boletin se presentan las metodologias y los analisis mas usados y disponibles
para medir la variabilidad genética que se expresa en caracteristicas visibles,
especialmente la caracterizacion morfolégica y la evaluaciéon. En un futuro se espera
tratar los temas relacionados con el andlisis integrado utilizando informacién geografica
y marcadores moleculares.

Recomendaciones practicas para la caracterizacién
La caracterizacién de la variabilidad genética tiene varias limitaciones que son comunes
a la gran mayoria de los bancos de germoplasma en instituciones nacionales e
internacionales, y que se deben tener en cuenta en el momento de planificar los
procedimientos. La primera es la escasa cantidad y la baja calidad de las semillas
disponibles, lo que no permite flexibilidad en los trabajos de multiplicacién y
caracterizacién. La segunda es la pobre documentaciéon de las colecciones, debido,
principalmente, a que un alto porcentaje del germoplasma existente en los bancos ha
sido producto de recolecciones oportunistas que no fueron hechas con un criterio de
recursos genéticos y, mas bien, en la bisqueda de caracteristicas agrondmicas. Finalmente,
existe una baja disponibilidad de recursos para el mantenimiento sostenible de los bancos
de germoplasma, lo que se refleja en un bajo niimero de accesiones y en una reducida
cantidad de semillas por accesion.

En consecuencia cuando se caracteriza una coleccion de germoplasma se sugiere
tener en cuenta las recomendaciones siguientes:

* Es necesario tener un conocimiento completo de la biologia de la especie,
especialmente en el aspecto reproductivo —sexual, asexual, autégama, alégama-— asi
como de su centro de origen y domesticacion.

¢ Ladocumentaciéon adecuada proporciona elementos ttiles para establecer una visién
preliminar de la colecciéon en referencia. Con esa vision es posible inferir de la
variabilidad que se puede encontrar en los materiales atiin antes de iniciar la
caracterizacion, e igualmente, ayuda en la definicién clara de los objetivos de la
caracterizacién y permite ahorrar pasos innecesarios.

* Se deben establecer claramente los objetivos teniendo en cuenta si lo que se busca es
la variabilidad del grupo, la representatividad de la coleccién, investigar la estructura,
identificar duplicados o detectar genes especiales.
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* Independiente de los objetivos establecidos, se recomienda realizar una siembra
experimental previa que permita conocer en términos generales la variabilidad global
de la coleccién, la facilidad de registro de los descriptores y su utilidad para la
caracterizacién y multiplicacién de semillas.

* Antes de intentar la caracterizacién definitiva se recomienda homogenizar las
accesiones de acuerdo con sus morfotipos. Esto es especialmente importante con
formas silvestres y variedades tradicionales nativas, las cuales frecuentemente en su
estado original son mezclas de morfotipos, por ej., tipos de semilla, habitos de
crecimiento, colores de flor y tipos de frutos. Aunque en el banco de germoplasma se
conserve una muestra completa del original, la caracterizacién de una accesién que
tiene mezcla de morfotipos dificulta enormemente el analisis de datos. Sino se puede
hacer la homogenizacién al momento de preparar las semillas se debe intentar, hasta
donde sea posible, hacer una siembra experimental previa para lograr dicho proposito.

* Para obtener mejor y mayor informacién en el analisis estadistico y confiabilidad en
las diferencias entre los materiales y las variables se recomienda establecer 3 a 5 plantas
de cada accesién y un minimo de dos replicaciones.

¢ Cuando la disponibilidad de semillas o de material vegetativo es baja y, por tanto, no
es posible establecer parcelas replicadas de cada accesion, se recomienda seleccionar
un lote lo mas homogéneo posible para evitar los efectos de la variabilidad en las
condiciones del suelo. En estos casos la obtencién correcta de los datos facilita el
analisis comparativo entre accesiones y aun entre variables.

* Si el objetivo principal es medir la variabilidad del grupo, se recomienda seleccionar
descriptores que sean lo mas discriminatorios posible. Esto permite ahorrar tiempo
al evitar la toma de datos repetitivos y simplifica el analisis. En consecuencia, se
sugiere consultar los listados de descriptores publicados por el IPGRI para la especie
en estudio.

¢ En el momento de disefar el trabajo de caracterizacion se recomienda consultar con
un estadistico o un profesional afin sobre el disefio en el campo, la forma adecuada
de registrar y analizar los datos, y la interpretacion de los resultados.

e El uso de los programas automatizados actualmente disponibles ayuda en el
entendimiento de los procedimientos relacionados con los métodos estadisticos
avanzados para el andlisis de datos de caracterizacién, especialmente los
multivariados. La clave es saber interpretar los resultados en el punto donde el
conocimiento biolégico de la especie es importante para explicar los resultados del
andlisis de los datos.

En este boletin se hace referencia a las técnicas de andlisis de datos mas
frecuentemente utilizados para la caracterizacién morfoagronémica de germoplasma
de especies vegetales cultivadas. Por tanto, se recomienda consultar los estudios de
casos que se incluyen en la siguiente seccién y que han sido seleccionados tratando de
incluir una gama amplia de especies cultivadas como frijol, quinua, pasifloras y jicama.
En cada caso se presentan diferentes enfoques que resultan ttiles para entender los
distintos tipos de analisis de datos.
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Descriptores

Un descriptor es una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir, registrar
o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento de una accesion.
Los descriptores son aplicados en la caracterizacién y evaluacion de las accesiones debido
a que ayudan a su diferenciacién y a expresar el atributo de manera precisa y uniforme,
lo que simplifica la clasificacion, el almacenamiento, la recuperacion y el uso de los datos.
Estos descriptores han sido definidos para un gran nimero de especies cultivadas. El
IPGRI ha compilado y publicado en forma de manual listados de descriptores para mas
de 100 especies cultivadas. A continuacion se incluyen los diferentes tipos de descriptores
cuya definicién completa aparece en las listas del IPGRI.

De pasaporte. Proporcionan la informacién basica que se utiliza para el manejo
general de la accesién, incluyendo el registro en el banco de germoplasma y cualquier
otra informacién de identificacion, y describen los parametros que se deben observar
cuando se hace la recoleccién original.

De manejo. Proporcionan las bases para el manejo de las accesiones en el banco de
germoplasma y ayudan durante su multiplicacién y regeneracién; por ej., fechas de
multiplicacién, cantidades de semillas disponibles, porcentajes de viabilidad.

Del sitio y el medio ambiente. Describen los pardmetros especificos del sitio y del
ambiente y ayudan en la interpretacién de resultados cuando se realizan pruebas de
caracterizacion y evaluacion. Se incluyen, también, en esta categoria los descriptores
del sitio de recoleccién del germoplasma; por e€j., coordenadas geogréficas, caracteristicas
de clima y suelos.

De caracterizacion. Permiten la discriminacion relativamente facil entre fenotipos.
Generalmente son caracteres altamente heredables que pueden ser facilmente detectados
a simple vista y se expresan igualmente en todos los ambientes. Ademas, pueden incluir
un ntmero limitado de caracteres adicionales considerados como deseables por consenso
de los usuarios de un cultivo en particular; por ej., colores y formas de tallos, hojas,
flores, semillas y frutos. Adicionalmente, en los tltimos afios se estan incluyendo
descriptores relacionados con los marcadores moleculares, gracias a los avances logrados
en la biologia molecular, especialmente en las técnicas de electroféresis.

De evaluacion. La expresion de la mayoria de los descriptores de esta categoria depende
del medio ambiente y, en consecuencia, se requieren métodos experimentales especiales
para su evaluacion. La evaluacién puede también involucrar métodos complejos de
caracterizacién molecular o bioquimica. En este tipo de descriptores se incluyen caracteres
como rendimiento, productividad agronémica, susceptibilidad a estrés y caracteres
bioquimicos y citolégicos, los cuales generalmente son de mayor interés en el
mejoramiento de cultivos.

Para los propositos de este boletin se dard énfasis a los descriptores de caracterizacion
y de evaluacion, aunque es importante resaltar nuevamente que todos ellos tienen un
papel relevante en el andlisis integral de una colecciéon de germoplasma.
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Estados del descriptor y tipos de datos

Se espera que las caracteristicas visibles de una especie sean mas o menos homogéneas, sin
embargo, todas no se expresan con la misma intensidad y algunos miembros de la poblacion
pueden presentar diferentes grados de expresién que se traducen en diferentes tipos de datos
o categorias de variables. Por tanto, los descriptores se pueden diferenciar de acuerdo con el
estado que presentan, lo cual es conocido como ‘estados del descriptor’ y se registran mediante
escalas de valor.

Existen distintas categorias de datos, segtin la expresion del descriptor que puede
ser en forma cualitativa o cuantitativa (Figura 1). Si se expresa en forma cualitativa, se
pueden generar datos binarios (también llamados de doble estado), datos con secuencia
(ordinales) y datos sin secuencia (nominales). Si se expresa en forma cuantitativa, los
datos generados pueden ser discontinuos (llamados también discretos) y continuos.
Las siguientes sugerencias ayudan en el registro practico de los datos:

e Para los datos cualitativos de tipo binario, cada descriptor presenta dos estados
(presente = 1, ausente = 0). Por ejemplo, presencia de flores blancas (1), ausencia de
flores blancas (0).

e Para los datos cuantitativos de tipo ordinal o con secuencia, el descriptor se registra
utilizando una serie de estados predefinidos; por ejemplo, para altura de la planta:
1 = corta (<0.5 m), 3 = intermedia (>0.5 <1.5m), 5 =alta (>1.5 m).

¢ Paralos datos cualitativos de tipo nominal o sin secuencia el descriptor se registra
usando una serie de estados previamente definidos; por ejemplo, 1 = blanco,
2 = crema, 3 = amarillo.

e Para los datos cuantitativos de tipo continuo el descriptor se registra en unidades
internacionales (SI) estandar, por ejemplo, altura de la planta = 0.9 m; peso de 100
semillas =250 g.

Descriptores

Cualitativos Cuantitativos
| — | I
Binarios Con secuencia| | Sin secuencia Discretos Continuos
(doble estado) (ordinales) (nominales) | |(discontinuos)
Ej., presencia de| |Ej., ausencia de | | Ej., vigor de Ej., color de Ej., ndmero de | | Ej, alturade
flores blancas | | flores blancas planta semilla flores planta

Figura 1. Tipos de datos y descriptores

Organizacién de los datos, matriz basica de datos

La matriz basica de datos (MBD) se construye a partir de la informacién que se obtiene
en la caracterizacion y evaluacion de especies. Consiste en un arreglo en forma de
cuadricula con tantas filas como accesiones existentes (n) y una columna para cada
variable (p) (Figura 2).
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Variables
X1 X2 X3 X4... Xp

Al
$A2
g
-g A3
o A4

An

n accesiones medidas sobre p variables

Figura 2. Esquema de una matriz basica de datos (MBD).

La construccién de la MBD es fundamental porque constituye el punto de partida
o materia prima para la aplicacién de las herramientas estadisticas. Desde el punto de
vista geométrico y espacial la matriz n x p puede ser conceptualizada de las formas
siguientes (Pla, 1986): (1) Como un conjunto de n accesiones en un espacio definido por
las p variables, donde las observaciones seran puntos que representan a accesiones en el
espacio. Las acessiones considerada se comparan en funcién de sus variables. (2) Como
un conjunto de p variables, donde las observaciones corresponderdn a puntos que
representan las variables. Las variables consideradas se comparan en funcién de las
accesiones. En el cuadro 1 se presenta un ejemplo de la caracterizacién de cuatro accesiones
y tres variables del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris), utilizando una MBD.

Cuadro1.  Ejemplo de una matriz basica de datos (MBD) para caracteristicas del cultivo de frijol.
Accesion Dias a floracién Peso de 100 semillas Altura de planta
(no.) (no.) (8) (m)
1 30 25 1.06
2 37 32 0.34
3 45 60 1.60
4 25 24 0.86

Tamaro de la muestra
Luego de definir los datos para caracterizar los genotipos mediante descriptores
elaborados por el IPGRI o desarrollados por los investigadores, el siguiente paso consiste
en estimar el tamafno optimo de la muestra o ntimero de observaciones para que el
pardmetro represente la muestra del cultivar en estudio. Para obtener estos datos, el
investigador debe hacer estudios previos en los que se presente la mayor variabilidad
posible de la especie; de esta manera se garantiza que la muestra no cambie sensiblemente
de una poblacién a otra (Enriquez, 1991). Si el estudio se basa en una poblacién
homoggénea se corre el riesgo de subestimar el tamafio de la muestra, razén por la cual es
necesario garantizar la mayor variabilidad posible (Enriquez, 1991).

Para calcular el tamafio de la muestra se sugiere la metodologia siguiente que ha
sido utilizada con éxito por la seccién de Mejoramiento de la Universidad Nacional de
Colombia, seccional Palmira. Dicha metodologia se basa en la ecuacion:
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4cv’ 1)
E%,

n=

donde,

CV = Porcentaje de variacion asociado con el descriptor que se considere mas variable
dentro de la coleccién. Este valor se puede obtener de investigaciones previas
o en la literatura.

E% = Error permisible expresado como porcentaje de la media verdadera. Se refiere a
la diferencia que se espera entre la media muestral ¥ y la media verdadera [ del
descriptor, expresada como porcentaje de la media verdadera (ll) con un nivel de
confianza de 95%. En el Cuadro 2 se incluyen algunas opciones de tamafios de
muestra para diferentes combinaciones CV'y E%.

En el ejemplo del Cuadro 2 se requieren como minimo 16 plantas para alcanzar un
error permisible de 20% en un descriptor con un CV aproximado de 40%. El tamafio de
la muestra en muchos casos es limitado por la cantidad de semillas disponible, lo que no
permite hacer estimaciones mas precisas del promedio real de un descriptor en las
colecciones. Si el tamafio de la muestra es mayor que 4 plantas por accesion, éstas se
deben disponer en varias parcelas o repeticiones con 2 ¢ 3 plantas por parcela.

Cuadro2.  Tamafio de muestra para diferentes combinaciones de CV'y E;,, utilizando la

ecuacion 1.
E %A; Coeficientes de variacion (CV, %)

10 15 20 25 30 35 40
10 4 9 16 25 36 49 64
15 2 4 7 11 16 22 28
20 1 2 4 6 9 12 16

Cuando es necesario hacer varias determinaciones de un mismo descriptor por
cada planta, se sugiere realizar un muestreo preliminar para comparar la magnitud de la
variacion entre plantas con la variacion entre determinaciones por planta, lo que permite
establecer un método apropiado de muestreo.

Existen otras alternativas para calcular el nimero de observaciones, entre las cuales
sobresale la propuesta por Steel y Torrie (1980). Para estimar el tamafio de muestra y
realizar la programacion que permita la aplicacién de la férmula anterior se puede utilizar
el programa estadistico SAS u otro similar.

Anailisis de datos
Meétodos para el andlisis de datos de caracterizacién. Los datos se pueden analizar
mediante el empleo de métodos simples o complejos, que van desde el uso de gréficos y
estadisticos de tendencia central y dispersién hasta los multivariados. El analisis tiene el
propésito de reducir el volumen de informacién caracteristico en trabajos de esta
naturaleza.

Mediante la aplicacion de estos métodos sobre la MBD es posible obtener
conclusiones acerca de la variabilidad y la utilidad del germoplasma, por tanto, los datos deben
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representar fielmente las caracteristicas y el comportamiento de las accesiones.

Estadisticos simples. Permiten estimar y describir el comportamiento de las diferentes
accesiones en relacion con cada cardcter. Los mas comunes son el promedio, la media
aritmética, el rango de variacion, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion
(CV), que se utilizan en el anélisis de datos cuantitativos. Estos se deben realizar antes
de cualquier analisis multivariado, ya que proporcionan una idea general de la
variabilidad del germoplasma y permiten inmediatamente detectar datos no esperados
y errores de medicion en el ingreso de datos, entre otros.

La media aritmética. Es una medida de tendencia central que ayuda a caracterizar
el germoplasma y permite relacionar un atributo de una accesién con un valor central de
dicho atributo.

El rango de variacion o amplitud total. Se define como la diferencia entre el valor
minimo y el méximo de cualquier variable sobre el conjunto de accesiones estudiadas.

La desviacién estdndar. Cuantifica la magnitud de la variacion respecto a la media
aritmética y se expresa en las mismas unidades que las observaciones originales.
Proporciona una idea del estado (préximas o dispersas) de la mayoria de las accesiones
de la coleccién en relacién con una caracteristica considerada.

El coeficiente de variacion. Es una medida relativa de variacion que define mas
intrinsecamente la magnitud de la variabilidad de los caracteres estudiados debido a
que es independiente de las unidades de medida. Facilita la comparacién de la
variabilidad de una misma caracteristica en dos grupos de accesiones o de caracteres
medidos sobre la misma coleccion.

En el Cuadro 3 se presenta un ejemplo del uso de los estadisticos simples aplicados a
caracteristicas cuantitativas de una coleccién de lulo (Solanum quitoense). Se observa que
con dichos estadisticos se obtiene informacion ttil que permite inferir varios resultados e
interrogantes claves; por €j., los caracteres didmetro de tallo, nimero de frutos por planta y
cosechados y el peso de estos tienen un CV > 50%, lo cual sugiere que tienen la mas alta
variabilidad en la especie. Asi mismo, aparecen seis variables con CV < 20%, lo que indica
que la especie puede tener poca variabilidad en estos caracteres. No obstante, el grado de
variabilidad de un caracter no indica necesariamente la magnitud de su utilidad desde el
punto de vista del cultivo, ya que esto depende de los usos de la especie.

Después de realizar el analisis exploratorio con el uso de estadisticos simples, se
sugiere que antes de cualquier andlisis posterior mas complejo se evalten aquellas
variables que identifiquen grupos o subgrupos naturales de la especie, especialmente
cualitativas como la forma y el color de las hojas, las flores y las semillas; y el hdbito de
crecimiento de las plantas. Este tipo de variables posiblemente no es objeto de anélisis
estadistico, pero pueden ayudar a entender o complementar los resultados finales del
estudio de las demds variables. Para estos casos se sugiere elaborar las tablas de
frecuencias con el fin de establecer las proporciones de los diferentes grupos dentro de
una coleccién de germoplasma.
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Cuadro 3. Descriptores® de caracteristicas cuantitativas y estadisticos simples en poblaciones
de lulo (Solanum quitoense), estudiadas en el Valle del Cauca, Colombia. 1985-86.

Variables (descriptores) Estadisticos
n X s? r CV (%)

Altura (cm) 88 103.7 453.9 39.7 20.5
Didametro tallo (cm) 88 3.5 0.5 1.4 20.2
No. de chupones 88 29 2.5 3.0 54.5
Long. espinas en tallo (mm) 41 3.1 0.3 12 17.7
Long. peciolo (cm) 88 12.1 6.3 4.6 20.7
Long. méxima hoja (cm) 88 31.0 50.0 14.3 24.8
Ancho maximo hoja (cm) 88 27.4 58.3 13.9 27.9
Area foliar (cm?) 71 640.4 67494.1 469.7 40.6
Long. espinas en hoja (mm) 41 29 0.6 1.7 26.7
No. venas/hoja 88 14.0 1.7 2.7 9.3
No. l6bulos repandos/hoja 88 12.3 35 3.6 15.2
No. interlébulos/hoja 88 8.7 5.0 4.6 274
No. inflorescencias/planta 88 7.4 1.0 2.1 13.5
No. flores/inflorescencia 88 43.7 219.2 27.8 33.9
Long. eje principal de inflorescencia (cm) 88 24 0.02 0.4 5.9
Long. pedinculo de fruto (cm) 88 1.4 0.02 0.3 10.1
No. de frutos/planta. 88 24.8 753.1 22.4 64.1
No. de frutos cosechados. 71 12.3 71.8 15.6 68.9
Peso frutos cosechados (g) 71 652.5 2115345 846.3 70.5

a. n =numero de muestras.X = media aritmética. S* = desviacion estandar. r = rango de variacion.

CV = coeficiente de variacion.

Medidas de similitud. Permiten conocer el grado de asociacion entre las n accesiones o
entre las p variables. Pueden ser de varias formas, aunque el indice de similitud y los
coeficientes de correlaciéon y distancia dominan las aplicaciones. Cada uno de ellos
representa una perspectiva particular de similitud, dependiendo tanto de las accesiones
como del tipo de datos.

El indice de similitud. Se recomienda para comparar accesiones cuyas caracteristicas
son evaluadas en una escala nominal o de datos de doble estado (presencia o ausencia)
de las caracteristicas medidas. Por lo general, los programas de informética dan un
apoyo limitado a las medidas de asociacién, lo que implica construir una tabla de doble
entrada a partir de la cual se procede a calcular los coeficientes y con ellos a construir la
matriz simétrica de similitud.

A continuacién se introduce dicha matriz en los programas estadisticos (Crisci y
Lopez, 1983; Hair et al., 1992) para obtener resultados mas precisos y ttiles, tal como se
muestra en el ejemplo de la Figura 3

Los valores que se obtienen de los coeficientes de similitud varian entre uno (1) y
cero (0), siendo el valor 1 el de méxima similitud y el valor 0 el de minima. Entre los
indices mas usados se tienen 'Simple Matching Coefficient' (SMC), Jaccard (CAJ), Rogers
y Tanimoto (RT), y Dice o Serence (SD) (Crisci y Lépez, 1983; Crivisqui, 1998).

El coeficiente de correlacion . Cuantifica en términos relativos el grado de asociacion
intima o variaciéon conjunta entre dos descriptores cuantitativos, por ej., entre altura de
planta y dias a floracién. Su valor oscila entre -1y +1 (Cuadro 4). El signo del coeficiente
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otros L. (Leishmania)

l Complejo L. mexicana y

L. chagasi

Complejo L. major

Complejo L. naiffi

4 Complejo L. Braziliensis

Complejo L. guyanensis

L. lainsoni
J L. colombiensis
L. ecuatorensis
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Figura 3. Dendograma que muestra el nivel de similitud y la diversidad en cada complejo
fenotipico de especies de Leishmania.
FUENTE: Cupolillo et al., 1998.

indica el tipo de asociacién —negativo (-) si la relacién es inversa y positivo (+) si es
directa— La magnitud estad asociada con el grado de intimidad entre las variables, si el
valor es préximo a 1 estdn estrechamente correlacionadas; por el contrario, un valor
proximo a 0 debe ser interpretado con reserva ya que puede indicar independencia entre
las variables o una relacién no lineal. El coeficiente mas empleado es el de Pearson que
se recomienda para datos de tipo multiestados cuantitativos, aunque también es til
para datos mixtos.

El coeficiente de distancia. Representa la similitud como la proximidad de las
variables o accesiones con respecto a las demads. Son en realidad medidas de diferencias
donde los valores elevados indican una menor similitud. Segtin Crisciy Lépez (1983) su
uso se recomienda para analizar datos cualitativos, cuantitativos y mixtos (ambos tipos).
Los resultados se obtienen en una matriz simétrica cuyos valores varian de 0 a o. (infinito),
donde 0 es el indicativo de maxima similitud. Entre los coeficientes mas usados se tiene
‘Mean Character Difference' (MCD) y las distancias de Manhattan (MD), taxonémica
(TD), euclidiana (DE) y euclidiana al cuadrado (d?*) (Crisci y Lopez, 1983; Hair et al.,
1992). En la Figura 4 se muestra un ejemplo de distancias para el caso de variables
(descriptores) de quinua donde se observan variables fenoldgicas de arquitectura de la
planta, grano, y emergencia de plantulas.

Como sintesis de los conceptos sobre los indices o coeficientes de similitud o de
distancias, Bramardi (2002) explica que la semejanza entre pares de unidades ha recibido
diferentes denominaciones tales como similitud, proximidad, disimilitud y distancia o
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Distancia entre grupos
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EM = Emergencia, BF = Botdn floral, IF = Inicio floracién, F50% = 50% floracién,

MF = Madurez fisioldgica, IC = Indice cosecha, DT = Didmetro tallo, AP = Altura planta,
DP = Didmetro panoja, LP = Longitud panoja, DH = Dientes hojas, RP = Rama principal,
P100 = Peso 100 granos, DG = Diametro grano, CS = Contenido de saponinas.

Figura 4. Dendrograma de distancias entre 15 variables cuantitativas del
germoplasma de quinua (usando la distancia euclidiana al cuadrado).

asociacion, por tanto, se sugiere que todas estas acepciones sean consideradas como un
grupo de indices de distancia. Asi, por ejemplo, cuando se hace referencia a similitud se
toma un rango entre 0y 1, en el que 1 es similitud total y 0 es ausencia total de similitud.
Por el contrario, cuando se refiere a distancia, aunque se toma el mismo rango, 0 significa
similitud total mientras que 1 es ausencia total de similitud. La eleccion de cuél indice
tomar depende de los datos y de los tipos de analisis que se planeen realizar
posteriormente, como es el caso del analisis de Cluster que trabaja con indices de similitud,
no obstante, estos se pueden transformar en indices de distancia y viceversa. A
continuacién se presentan los principales indices para los diferentes tipos de datos.

Tipo de dato Indices

Binarios o de doble Estado Emparejamiento simple (Sokal y Michener, 1958),
Rogers y Tanimoto (1960), Hamman (1961), Jaccard
(1908), Kulczynsky (1927), Russell y Rao (1940), Dice
(1945), Ochiai (1957), Sokal y Sneath (1963), Yule
(1911), Pearson.

Cualitativos Extensién del emparejamiento simple, Distancia
Chi-cuadrado (Benzecri, 1970).

Cuantitativos Euclidea, Manhattan, Bray-Curtis, Canberra,
Minkowski, Mahalanobis.
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Datos mixtos Gower (1971).

Genéticos Nei (1972), Nei (1978), Hillis (1984), Swofford-Olsens
(1990), Cavalli-Sforza y Edwards (1967) o distancia
del arco, Cavalli-Sforza y Edwards (1965) o distancia
de la cuerda, Rogers (1972), Prevosti (Wright, 1978).

Métodos multivariados. El origen del andlisis multivariado se remonta a los comienzos del
siglo XX, con Pearson y Sperman, época en la cual se empezaron a introducir los conceptos
dela estadistica moderna. Las bases definitivas de este tipo de analisis se establecieron en la
década 1930-40 con Hotelling, Wilks, Fisher, Mahalanobis, y Bartlett (Bramardi, 2002). En
términos generales, el andlisis multivariado se refiere a todos aquellos métodos estadisticos
que analizan simultdneamente medidas multiples (mds de dos variables) de cada individuo.
En sentido estricto, son una extension de los analisis univariados (andlisis de distribucién) y
bivariados (clasificaciones cruzadas, correlacion, andlisis de varianza y regresiones simples)
que se consideran como tal si todas las variables son aleatorias y estdn interrelacionadas
(Hair et al., 1992).

En la caracterizacion de recursos fitogenéticos el analisis multivariado se puede
definir como un conjunto de métodos de andlisis de datos que tratan un gran ntiimero de
mediciones sobre cada accesién del germoplasma. Su virtud principal consiste en permitir
la descripcién de las accesiones tomando en cuenta simultdneamente varias caracteristicas,
sin dejar de considerar la relacién existente entre ellas. Los métodos multivariados se
clasifican en dos grupos (Cuadro 5): (1) los de dependencia, que son aquellos en los
cuales una variable o conjunto de variables es identificado como dependiente de otro
conjunto conocidas como independiente o predictor; y (2) los de interdependencia, o
aquellos en que ninguna variable o grupo de variables es definido como independiente
o dependiente y, mas bien, el procedimiento implica el analisis simultdneo de todo el
conjunto de variables (Hair et al., 1992).

Cuadro 5. Clasificacion de métodos estadisticos de anilisis multivariados.

Métodos de dependencia Métodos de interdependencia
(tipo de analisis) (tipo de andlisis)
Discriminante mdltiple Componentes principales
Correlacion canénica Factorial

Regresion mdltiple Conglomerados
Multivariante de la varianza Multidimensional

Conjunto Correspondencia

FUENTE: Hair et al., 1992.

Por su parte Bramardi (2002) puntualiza que para el caso del andlisis de datos
resultantes de caracterizacién de recursos genéticos vegetales (colecciones de
germoplasma), el problema es representar geométricamente, cuantificar la asociacién
entre individuos y clasificarlos respecto a un conjunto de variables, las cuales pueden
ser cuantitativas, cualitativas o la combinaciéon de ambas. Teniendo en cuenta los objetivos
que se desean alcanzar, este investigador clasifica los métodos multivariados en dos
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grandes grupos. El primero se denomina de ordenacion y permite arreglar y representar
graficamente el material en estudio en un nimero reducido de dimensiones. El segundo
se denomina de clasificacién y permite la bisqueda de grupos similares lo mas
homogéneos posible para clasificar los elementos en estudio de acuerdo con los métodos
que aparecen en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Clasificacion de los métodos multivariados.

Meétodos de ordenacion Métodos de clasificacion
Analisis de componentes principales (ACP) Analisis de cluster jerarquico —Arboles ultramétricos
Analisis canénico de poblaciones Arboles aditivos
Analisis de coordenadas principales Método de Ward (1963)
Analisis factorial de correspondencias Clasificaciéon no-jerarquica
Escalas multidimensionales Arbol de minima distancia
Otros métodos

FUENTE: Adaptado de Bramardi, 2002.

A continuacién se presenta un resumen de los métodos multivariados mas usados
para el andlisis de datos de colecciones de germoplasma.

Andlisis de componentes principales (ACP). Desde el punto analitico, este método se
basa en la transformacién de un conjunto de variables cuantitativas originales en otro
conjunto de variables independientes no correlacionadas, llamadas componentes
principales. Los componentes deben ser interpretados independientemente unos de
otros, ya que contienen una parte de la varianza que no est expresada en otro componente
principal (Pla, 1986; Lopez e Hidalgo, 1994a).

Cuadro 7. Valores propios y proporcién de la varianza explicada en analisis de componentes

principales.
Componentes Valores propios Proporcién de la varianza total explicada
principales (Ap)
Absoluta Acumulada
(%) (%)
Emergencia 4.535 30.225 30.235
Botdn floral 3.157 21.045 51.280
Inicio floracién 1.835 12.235 63.515
50% floracion 0.962 6.415 69.930
Madurez Fisiolégica 0.818 5.452 75.382
Indice cosecha 0.732 4.879 80.260
Rama principal 0.680 4.532 84.793
Dientes hojas 0.574 3.825 88.618
Diametro tallo 0.498 3.318 91.936
Longitud panoja 0.339 2.260 94.196
Didmetro panoja 0.297 1.981 96.177
Altura planta 0.246 1.638 97.815
Didmetro grano 0.171 1.140 98.955
Peso 100 granos 0.099 0.658 99.613
Contenido de saponinas 0.058 0.387 100.00
z 15.00 100.00 _

FUENTE: Rojas, 1998.
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El ACP concentra toda la variacién presente en la matriz de datos originales en
unos pocos ejes o componentes. Los componentes principales contienen informacién
en diferentes proporciones de todas las variables originales y su niimero depende
del niimero de éstas que se incorporen en el andlisis. La contribucion de las variables
a cada componente principal se expresa en valores y vectores propios (ver ejemplo
de valores propios en el Cuadro 7). El valor propio representa la varianza asociada
con el componente principal y decrece a medida que se generan dichos componentes.
En cambio, el vector propio contiene los coeficientes de las combinaciones lineales
de las p variables originales.

El ACP es una herramienta util para analizar los datos que se generan de la
caracterizacion y evaluacién preliminar de germoplasma, y permite conocer la
relacién existente entre las variables cuantitativas consideradas y la semejanza entre
las accesiones; en el primer caso, con el fin de saber cudles variables estdn o no
asociadas, cudles caracterizan en el mismo sentido o en el sentido contrario; y en el
segundo, para saber como se distribuyen las accesiones, cuéles se parecen y cuédles
no. También permite seleccionar las variables cuantitativas mas discriminatorias
para limitar el nimero de mediciones en caracterizaciones posteriores.

Una metodologia alternativa que ayuda en la toma de decisiones relacionadas
con los componente realmente importantes consiste en construir una gréfica de barras
utilizando los valores de la varianza absoluta para cada componente en el eje Y, y los
componentes principales en el eje X. Este método puede generar varias alternativas,
algunas de las cuales son presentadas en la Figura 5. En el Caso 1, por ejemplo, el
investigador puede seleccionar con un amplio margen de seguridad el primer
componente principal (cp-1) que explica 71.2% de la varianza absoluta. En el Caso 2
puede seleccionar los cuatro primeros componentes principales (cp-1 a cp-4) que en
conjunto explican 96.9% de la varianza. En el Caso 3 el ACP no parece apropiadoy,
por tanto, se debe buscar otra metodologia que permita encontrar descriptores de
mayor peso para explicar la variabilidad.

Andlisis de conglomerados. Es un método analitico que se puede aplicar para
clasificar las accesiones de un germoplasma (o variables) en grupos relativamente
homogéneos con base en alguna similitud existente entre ellas. El objetivo en este
analisis es clasificar un conjunto de n accesiones o p variables en un ntimero pequefo
de grupos o conglomerados, donde la formacién de estos grupos puede obedecer a
leyes naturales o a cualquier conjunto de caracteristicas comunes a las accesiones.

El método de conglomerados o anélisis de cluster se puede aplicar sobre una
matriz bésica de datos n x p o sobre una matriz n x n, o p x p, donde n es el nimero
de accesiones que se quieren agrupar y p son las variables (Hair et al., 1992; Lépez e
Hidalgo, 1994b).

Esimportante aclarar que el analisis de conglomerados se aplica sobre una matriz
de distancias y no sobre una de similitud. Para descriptores cualitativos, esta tiltima
debe ser transformada en una de distancia. Para datos cuantitativos, los programas
de estadistica actualmente disponibles calculan directamente los valores de distancia
segin el método que se aplique.

Basicamente los métodos de agrupamiento mas usados en el analisis
conglomerado son: (1) jerdrquico, que forma grupos a varios niveles; y (2) no-
jerdrquico o de particion que también forma grupos a través de criterios predefinidos
(Recuadro 1) (Dillon y Goldstein, 1984; Lopez e Hidalgo, 1994b).
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Figura 5. Ejemplo de comparaciones de las varianzas absolutas de seis componentes principales
en los casos presentados en este documento.

Recuadro 1. Diferencias entre los métodos de aglomeracion.

Método jerarquico Meétodo no - jerdrquico

1. El agrupamiento parte de 1. Elagrupamiento parte de
matriz simétrica (n x n). matriz bésica de datos (n x p).

2. Usa menor volumen de datos. 2. Usa mayor volumen de datos.

3. No da margen para la reasignacién 3. Laasignacién de un objeto a un grupo
de objetos a los grupos. puede ser cambiada.

4. Usa dendrogramas. 4. No usa dendrogramas.

5. Los datos son muy susceptibles a 5. Los datos son menos susceptibles a
contener observaciones extrafas. contener observaciones extrafas.

FUENTE: Dillon y Goldstein (1984), Hair et al. (1992).

Agrupamiento jerdrquico. Se caracteriza por sucesivas fusiones para formar los
grupos. Algunos de estos grupos tienen mayor rango y cada uno de ellos abarca varios
de menor orden permitiendo, de esta manera, seguir en detalle la formacién de los
conglomerados y conocer el nivel de similitud al que se agrupa cada conjunto de
individuos (Dillon y Goldstein, 1984).

Por las fusiones sucesivas que realiza también se le conoce como método jerarquico
aglomerativo. El procedimiento parte de la existencia inicial de un conglomerado para
cada accesién o variable que por aproximaciones sucesivas se van uniendo con otras en
grupos hasta formar un conglomerado tinico, que los incluye a todas. En el agrupamiento
los resultados se presentan en forma de diagrama de arbol, mas comiinmente conocido
como dendrograma (Lopez e Hidalgo, 1994b).

Para la formacién de los conglomerados por este método jerarquico existen diversas
formas de enlace, siendo las mas comunes: Simple, completo, UPGMA, centroide y




24 BOLETIN TECNICO IPGRI No. 8

‘Ward’, todas con el mismo criterio de maximizar la variacién entre los grupos y
minimizarla dentro de ellos (Dillon y Goldstein, 1984; Hair et al., 1992).

Agrupamiento no-jerdrquico. Esta forma también es conocida como de particion.
Se caracteriza por dividir el grupo de accesiones en un niimero preseleccionado de
conglomerados que no tienen una estructura jerdrquica. Desde el punto de la estadistica,
se caracteriza por maximizar la suma de cuadrados intersujetos entre conglomerados con
respecto a la suma de cuadrados intrasujetos (Lopez e Hidalgo, 1994b).

Este método tiene muchas variantes, siendo la mas utilizada ‘k-means’ que se
caracteriza por centrar de nuevo cada accesién cuando cambia de grupo. El cdlculo se
inicia a partir de una matriz rectangular o matriz basica de datos (n x p), lo que hace
posible mantener un mayor volumen de estos que en los agrupamientos jerarquicos.
Ademas, este agrupamiento tiene como ventaja permitir la redistribuciéon de una accesion
de un conglomerado a otro cuando su asignacién inicial es incorrecta, como resultado
de las sucesivas lecturas que se realizan sobre los mismos datos (Lépez e Hidalgo, 1994a;
Crivisqui, 1998).

En el Recuadro 1 también se pueden observar las diferencias més importantes entre
ambos métodos de agrupamiento. Hair et al. (1992) consideran que no es posible dar
una respuesta definitiva sobre cudl método se debe utilizar. La investigacion del problema
en forma tipicamente manual posiblemente sugiere un método e, igualmente, mediante
un ordenador es posible desarrollar rapidamente ambos métodos y su orden si son para
aplicaciones futuras. En los estudios de caso sobre jicama (Caso 3) y pasifloras andinas
(Caso 4) que aparecen mas adelante en este boletin se muestra la aplicacién de estos
métodos.

Cuadro 8. Métodos multivariados de acuerdo con el tipo de variables e indices de similitud y
distancias asociadas.

Tipo de Tipo de variable Indice o distancia asociada Método multivariado
método
Ordenaciéon  Cuantitativas Euclidea Componentes principales.
Mahalanobis Anélisis canénico de
poblaciones.
Cualitativas Similitud Anédlisis de coordenadas
principales.
Datos de frecuencia Andlisis factorial
organizados en tablas de de correspondencias.
contingencia. Distancia
Chi-cuadrado
Cuantitativas Indice de disimilitud Andlisis de proximidades
o cualitativas (MDS o escalas
multidimensionales).
Clasificacion  Cuantitativas Segtn tipo de variables, Analisis Cluster.
o cualitativas asociar una matriz de distancia
o similitud adecuada

FUENTE: Adaptado de Bramardi, 2002.
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Los métodos no-jerdrquicos tienen una gran aceptacion y sus aplicaciones se estan
incrementando, no obstante su uso depende de la habilidad del investigador para
seleccionar centros moéviles o individuos tipicos a partir de los cuales se inicia el proceso
de aglomeracién, lo que depende de la practica, los objetivos y la base teérica. En este
sentido estos métodos tienen varias ventajas sobre los métodos jerarquicos (Hair et al.,
1992).

Dependiendo del tipo de variables que se hayan registrado del material en estudio,
Bramardi (2002) propone la guia que aparece en el Cuadro 8 y que facilita la presentacion
y seleccién de los métodos multivariados y sus coeficientes de similitud o de distancia
asociados.

En la seccion siguiente se incluyen cuatro estudios de caso que tienen como objetivo
conocer la variabilidad genética de especies cultivadas. En estos casos se pueden ver los
diferentes enfoques en la caracterizacién y los métodos utilizados para el andlisis de los
datos en cada especie.
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Caracterizacion Morfologica de Germoplasma
Estudios de casos

Caso 1. Analisis de la variabilidad genética en quinua
Wilfredo Rojas*

En este caso se aplicardn los métodos multivariados descritos en la primera parte de este
boletin para analizar en forma parcial la informacién generada en la caracterizacién y
evaluacion preliminar del germoplasma de quinua (Chenopodium quinoa Willd.),
incluyendo 15 variables cuantitativas sobre 1512 accesiones cultivadas en las temporadas
agricolas 1992-93 y 1993-94.

El objetivo es estudiar la variabilidad genética asociada con estas variables con el
fin de saber como se estructuran, cudles estan asociadas y cudles caracterizan en un
mismo sentido o en sentido contrario.

Se consideran las variables cuantitativas discontinuas: emergencia de plantulas,
boton floral, inicio de floracion, 50% de floracién (F (50%)), madurez fisiolégica, niimero de
ramas y ndamero de dientes; y las variables cuantitativas continuas: didmetro de tallo,
longitud y didmetro de panoja, altura de planta, didmetro de grano, peso de 100 granos,
contenido de saponinas e indice de cosecha. Con el fin de alcanzar el objetivo del estudio,
el andlisis de las accesiones se efecttio mediante: (1) correlacién simple, (2) componentes
principales, y (3) conglomerados a través de la técnica de agrupamiento jerarquico.

Coeficiente de correlacién simple. Conocido como coeficiente de Pearson, sirve para
medir en términos relativos el grado de asociacién entre pares de caracteristicas. Se
recomienda cuando las unidades de medida de las variables son diferentes, por ejemplo,
aparicion del botén floral (dias), didmetro de tallo (mm), altura de planta (cm), peso de
100 granos (g) y contenido de saponinas (cs).

Componentes principales. Este método realiza una transformacién lineal sobre las variables
originales y permite generar un nuevo conjunto de variables independientes o componentes
principales.

Conglomerados. Para construir el agrupamiento o dendrograma se aplicaron la distancia
euclidiana al cuadrado y el algoritmo de enlace completo que se caracteriza por usar
una regla de distancia maxima que comienza evaluando las dos variables més distantes
entre si para formar el primer conglomerado. En una segunda etapa el algoritmo busca
una nueva variable para aumentar el niimero de elementos del conglomerado formado
y, asi sucesivamente, hasta que todas las variables conformen un solo conglomerado
(Hair et al., 1992; Lépez e Hidalgo, 1994b).

* Especialista en Recursos Fitogenéticos, Fundacién PROINPA, Regional Altiplano, La Paz, Bolivia.
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Presentacion y discusién de los resultados

Para facilitar la interpretacién de los resultados, las variables fueron agrupadas de la
manera siguiente: (1) Fenoldgicas: emergencia de plantulas, botén floral, inicio de
floracién, 50% de floracién y madurez fisiolégica; (2) de arquitectura de planta: niimero
de ramas, nimero de dientes en las hojas, didmetro de tallo, longitud y didmetro de
panoja y altura de planta; (3) de grano: didmetro de grano, peso de 100 granos y contenido
de saponina; y (4) indice de cosecha.

Andlisis de correlacién simple. La matriz de correlacién entre cada par de caracteristicas
cuantitativas se presenta en el Cuadro 1.1 donde se observa que 83 coeficientes fueron
altamente significativos (P < 0.001). Se consideré que los coeficientes > 0.40 corresponden
a asociaciones que representan patrones naturales de variacién; de esta forma, las
correlaciones mdas importantes fueron las variables fenoldgicas y las de grano, en
comparacioén con las variables de arquitectura de planta.

Entre las variables fenolégicas, la correlacién més alta correspondié al inicio de
floracién y 50% de floracién (r = 0.94). Estas variables, en su orden, estan altamente
correlacionadas con la aparicién del botén floral (r =0.69 y r = 0.73); madurez fisiolégica
(r =0.63yr =0.61) e indice de cosecha (r =-0.59 y r =-0.57). Las correlaciones negativas
con el indice de cosecha indican que esta caracteristica tiende a ser menor a medida que
las fases fenoldgicas son mds tardias, lo cual es corroborado por las correlaciones negativas
con la madurez fisiolégica (r = -0.55) y la aparicién del botén floral (r = -0.42).

La correlacion positiva de la madurez fisiolégica con altura de planta (r = 0.56) y
diametro de tallo (r = 0.41) indica que las plantas tienden a un mayor desarrollo de estas
caracteristicas cuando la duracién del ciclo fenolégico es més tardio; sin embargo, la
correlacién negativa de la madurez con el peso de 100 granos (r =-0.42) indica que también
existe la tendencia hacia bajos indices de cosecha.

Las asociaciones positivas entre el 50% de floracién y el nimero de ramas (r =0.44)
y dientes en la hoja (r = 0.45), y entre el inicio de floracién y el nimero de ramas (r =0.43)
indican que las accesiones que mas tardan en florecer se caracterizan por desarrollar una
mayor ramificacion y hojas mas dentadas, lo cual fue evidente en las accesiones procedentes
de los valles.

Otra asociacion importante fue la formada por el didmetro de grano y el peso de 100
granos (r = 0.89), a su vez, el didmetro de grano se correlacioné positivamente con el
contenido de saponinas (r = 0.40) y negativamente con la longitud de panoja (r =-0.40),
indicando que las accesiones con granos grandes tienden a desarrollar alto contenido de
saponinas y panojas de corta longitud.

Entre las variables de arquitectura de planta, el didmetro del tallo presenté una
correlacion positiva con la altura de planta (r = 0.69), con el didmetro de panoja (r = 0.60) y
con la longitud de panoja (r =0.40), y esta tiltima, a su vez, con la altura de planta (r = 0.58).
Lo anterior significa que las accesiones que durante las primeras fases fenolégicas desarrollan
mayor didmetro de tallo y altura de planta también desarrollan un mayor tamano de panoja.

Anadlisis de componentes principales (ACP). En este estudio, los resultados de los
componentes principales son interpretados tomando como base sus valores y vectores
propios. Los valores propios y la varianza total explicada por cada uno de los
componentes, asi como la proporcion de la varianza total, se incluyen en el Cuadro 1.2.
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Cuadro 1.2. Valores propios y proporcién de la varianza explicada en el analisis de los componentes
principales en la caracterizacién de una coleccién de quinua.

Componentes Valores propios Proporcién de la varianza total explicada
principales (Ap)
Absoluta Acumulada

(%) (%)
Emergencia (dias) 4.535 30.225 30.235
Boton floral (dias) 3.157 21.045 51.280
Inicio de floracion (dias) 1.835 12.235 63.515
50% de floracion (dias) 0.962 6.415 69.930
Madurez fisiolégica (dias) 0.818 5.452 75.382
Indice de cosecha 0.732 4.879 80.260
Ramas principales (no.) 0.680 4.532 84.793
Dientes en las hojas (no.) 0.574 3.825 88.618
Didmetro de tallo (mm) 0.498 3.318 91.936
Longitud de panoja (cm) 0.339 2.260 94.196
Didmetro de panoja (cm) 0.297 1.981 96.177
Altura de planta (cm) 0.246 1.638 97.815
Didmetro del grano (mm) 0.171 1.140 98.955
Peso de 100 granos (g) 0.099 0.658 99.613
Contenido de saponina (cs) 0.058 0.387 100.00
> 15.00 100.00 -

FUENTE: Rojas, 1998.

Se observa que la varianza asociada con cada componente principal es diferente y
decrece en orden. El primer componente explica el 30.23% de la varianza total, el
segundo explica el 21.04%, y asi sucesivamente, hasta que toda la variabilidad queda
distribuida diferencialmente entre los 15 componentes.

La seleccion del nimero de componentes que se debe retomar para el anélisis es
aun tema de discusién entre especialistas, ya que no existen pruebas estadisticas
inferenciales que permitan probar la significancia de dichos valores; sin embargo, debe
quedar claro que la seleccién no depende del nimero de componentes obtenido ya que
el anélisis genera tantos componentes como variables hay en el estudio (Dillon y
Goldstein, 1984; Lopez e Hidalgo, 1994a). En general existen diversos criterios de
seleccién que varian de acuerdo con las decisiones del investigador y que ayudan a
tomar tal decision, algunos de ellos se citan a continuacion.

o Cliff en 1987 indicé que se deben considerar como aceptables los componentes cuyos
valores propios expliquen un 70% o mas de la varianza total (Lépez e Hidalgo,
1994a).

¢ Kaiser en 1960 estableci6 un criterio utilizado frecuentemente y que consiste en la
seleccién de los componentes cuyo valor propio sea = 1 (Lépez e Hidalgo, 1994a).

e Catell en 1966 sugiri6 un criterio grafico que consiste en representar el ndmero de
componentes y su valor propio en la abscisa, y el porcentaje de la varianza
correspondiente en la ordenada, lo que permite observar en forma gréfica el
decrecimiento de los primeros componentes en relaciéon con los demas (Pla, 1986).

Teniendo en cuenta el criterio de Cliff en la interpretacién y toma de decisiones de
los datos presentados en el Cuadro 1.2 se tendrian que seleccionar los primeros cinco
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Figura 1.1. Proporcion de la varianza explicada por cada componente principal en la
caracterizacion de una coleccion de quinua.

componentes ya que en conjunto explican més del 75% de la varianza, segtn el criterio
grafico se deben retener los cuatro primeros (Figura 1.1) que en conjunto explican més
del 69% de la varianza y segtin Kaiser se deberian seleccionar los tres primeros que en
conjunto explican mas del 63% de la variacion total.

De acuerdo con los criterios anteriores, para la toma de decisiones sobre el ntimero
de componentes se debe recurrir a los vectores propios (Cuadro 1.3) y a la correlacién
entre las variables originales y los cinco componentes principales (Cuadro 1.4), asi como
al analisis detallado del conjunto de coeficientes que se obtienen de las variables originales
asociadas con cada componente. Este proceso se debe continuar hasta obtener una
informacién suficiente, ya que la inclusiéon de cada componente implica también su
descripcion.

La interpretacién en los vectores propios (Cuadro 1.3) y la correlacién entre las
variables originales y los componentes principales se deben centrar en los coeficientes;
mientras mas altos sean estos, independientemente del signo, mas eficientes seran en la
discriminacién de las accesiones. Las variables con coeficiente negativo (-) significan
que estan caracterizando en sentido contrario en relacién con las variables positivas (+)
y viceversa. Este tltimo aspecto fue confirmado por Ferreira (1987) quien sugiri6é que
las cargas que se distribuyen en los componentes indican el peso de cada variable asociada
o el grado de contribucién al componente, por tanto, recomienda tomar en cuenta el
comportamiento observado en las accesiones durante el trabajo de caracterizaciéon en
relacién con cada variable considerada en el estudio.

Por lo general los programas estadisticos proporcionan la informacién de los
vectores propios y en algunos casos la correlacién entre las variables originales y los
componentes principales. Sin embargo, los valores en el Cuadro 1.4 se pueden calcular
a partir de los vectores propios (Cuadro 1.3) mediante la férmula siguiente (Pla, 1986).

_ Y
Too = Liw X (X)) /5,

donde,

r %= correlacion entre la variable x ; original y el k-ésimo componente.
1, = elemento j-ésimo del k-ésimo vector propio.
A= k-ésimo valor propio.

Sp= varianzas de la matriz de correlacion.
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Cuadro 1.3. Vectores propios de los primeros cinco componentes principales en la caracterizacién de
una coleccion de quinua.

Caracteristicas Componentes principales
1 2 3 4 5

Emergencia (dias) 0.138 -0.128 -0.091 0.873 0.121
Boton floral (dias) 0.296 0.262 -0.188 0.123 -0.195
Inicio de floracion (dias) 0.400 0.168 -0.154 0.029 -0.005
50% de floracion (dias) 0.399 0.195 -0.136 0.002 -0.057
Madurez fisiolégica (dias) 0.382 -0.126 -0.084 -0.105 0.270
Indice de cosecha -0.322 -0.099 0.104 0.255 -0.143
Ramas principales (no.) 0.221 0.221 0.260 -0.080 -0.558
Dientes en las hojas (no.) 0.206 0.254 0.013 0.086 0.336
Didametro de tallo (mm) 0.084 -0.195 0.413 0.100 -0.111
Longitud de panoja (cm) 0.131 -0.442 0.176 -0.068 0.311
Diametro de panoja (cm) 0.293 -0.173 0.478 0.200 -0.184
Altura de planta (cm) 0.293 -0.235 0.318 -0.251 0.078
Didmetro del grano (mm) -0.132 0.400 0.360 0.073 0.091
Peso de 100 granos (g) -0.164 0.378 0.341 0.077 0.145
Contenido de saponina (cs) 0.031 0.297 0.236 -0.038 0.495
X2 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

FUENTE: Rojas, 1998.

Cuadro 1.4. Correlacion entre las variables originales y los cinco primeros componentes principales en
la caracterizacién de una coleccién de quinua.

Caracteristicas Componentes principales
1 2 3 4 5

Emergencia (dias) 0.294 -0.228 -0.123 0.857 0.110
Boton floral (dias) 0.631 0.466 -0.255 0.121 -0.17
Inicio de floracion (dias) 0.851 0.298 -0.208 0.029 -0.005
50% de floracion (dias) 0.849 0.346 -0.184 0.002 -0.052
Madurez fisioldgica (dias) 0.813 -0.223 -0.114 -0.103 0.245
Indice de cosecha -0.686 -0.176 0.141 0.251 -0.130
Ramas principales (no.) 0.471 0.393 0.352 0.076 0.13
Dientes en las hojas (no.) 0.438 0.451 0.017 -0.079 -0.505
Diametro de tallo (mm) 0.588 -0.346 0.560 0.085 0.304
Longitud de panoja (cm) 0.178 -0.785 0.238 0.099 -0.101
Didmetro de panoja (cm) 0.279 -0.308 0.648 -0.067 0.282
Altura de planta (cm) 0.623 -0.418 0.420 0.197 -0.167
Didmetro del grano (mm) -0.282 0.711 0.488 -0.247 0.071
Peso de 100 granos (g) -0.350 0.672 0.462 0.072 0.083
Contenido de saponina (cc) 0.065 0.527 0.320 -0.038 0.448
X2 = valor propio 4.535 3.157 1.835 0.962 0.818

FUENTE: Rojas, 1998.

Considerando que las varianzas s, son unitarias en la matriz de correlacion (Cuadro
1.1), el calculo para la primera variable (emergencia) del primer componente principal
utilizando los datos de los Cuadros 1.2 y 1.3, es el siguiente:

r = 0.138 x (4.535)"/2 = 0.294

La correlacion ( r = 0.294) representa la asociacion entre la variable emergencia de
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plantulas con el primer componente principal (Cuadro 1.4). Este mismo procedimiento
se debe utilizar para calcular las correlaciones entre las demas variables y los
componentes. Es necesario notar que en este caso la suma al cuadrado de los coeficientes
de correlacion del primer componente (4.535) es igual al primer valor propio en el Cuadro 1.2.

Para la seleccién de los valores propios significativos se escogio el criterio de Kaiser
ya que se adapta bien a la finalidad del presente analisis y, por consiguiente, la descripcion
de los resultados se hara en funcién de los tres primeros componentes que explican més
del 63% de la varianza total (ver Cuadro 1.2). Estos componentes, a su vez, dan una idea
clara de la estructura que subyace a las variables cuantitativas sometidas al andlisis.

La interpretacion de los resultados de los valores propios (Cuadro 1.2), vectores
propios (Cuadro 1.3) y correlacion de las variables originales (Cuadro 1.4) sobre los tres
primeros componentes seleccionados se presenta a continuacion.

El primer componente principal contribuyé con més del 30% de la varianza total
explicada, mientras que la distribucién de los coeficientes del primer vector propio y de
correlacién indica que el inicio de floracién, 50% de floracién y la madurez fisiol6gica
fueron las variables que mas contribuyeron en forma positiva a dicho componente. De
forma secundaria lo hicieron el botén floral, la altura de planta y el diametro de tallo;
por el contrario, el indice de cosecha, el diametro de grano y el peso de 100 granos fueron
las variables que mas contribuyeron en forma negativa.

Los resultados anteriores indican que el primer componente permitié distinguir
las accesiones que florecen y maduran en forma tardia y que registran igualmente valores
bajos en indices de cosecha. De la misma manera, la contribucién positiva de la altura
de planta y el diametro del tallo indican que la quinua, ademas de tardia, desarrolla
plantas con arquitectura prominente que incide negativamente en el indice de cosecha,
aunque los signos negativos del didmetro de grano y el peso de 100 granos sugieren que
los indices bajos también se deben en parte a la formacién de granos pequeios.

El niimero de dientes en las hojas y de ramas primarias también contribuyeron en
forma positiva a este primer componente, aunque en menor proporcion que la altura de
planta y el didmetro de tallo, lo cual significa que las accesiones tardias también tienden
a formar mds dientes en sus hojas y a presentar una mayor ramificacién.

El segundo componente principal contribuyé con mas del 21% de la varianza total
explicada (Cuadro 1.2). De acuerdo con los coeficientes del segundo vector propio
(Cuadro 1.3) y de correlacion (Cuadro 1.4) las variables que més contribuyeron en forma
positiva fueron el didmetro de grano, el peso de 100 granos y el contenido de saponinas;
por el contrario, la mayoria de las demés variables contribuyeron en forma negativa
destacdndose entre ellas la longitud de la panoja. En conclusién, con este segundo
componente fue posible distinguir las accesiones de quinua que forman los granos mas
grandes con altos contenidos de saponinas y que desarrollan, igualmente, plantas
ligeramente ramificadas con hojas relativamente dentadas y tamafio de panoja, altura y
didmetro de tallo pequefos.

El tercer componente principal contribuy6é con mas del 12% de la varianza total
explicada (Cuadro 1.2). En este caso, los coeficientes del tercer vector propio y de correlacién
indican que los didmetros de panoja y de tallo fueron las caracteristicas que mds
contribuyeron, seguidas del didmetro de grano, peso de 100 granos y altura de planta. En
consecuencia, este componente permitié distinguir las accesiones con plantas de mayor
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P100 = Peso de 100 granos. DG = Didmetro de grano. CS = Contenido de
saponina. DH = Didmetro de hoja. RP = Rendimiento por planta. BF =
Boton floral. 50%F = 50% de floracién. IF = Inicio de floracién. MF =
Madurez fisiolégica. DT = Didmetro de tallo. AP = Altura de planta. EM =
Emergencia de planta. DP =Didmetro de panoja. LP = Longitud de panoja.
IC = Indice de cosecha.

Figura 1.2. Distribucién de las variables originales de accesiones sobre el primero y segundo
componente principal en la caracterizacion de una coleccion de quinua.
FUENTE: Rojas, 1998.

altura, tallos gruesos, panojas grandes y con granos desde tamafos medianos hasta grandes.

Por tratarse en este caso de un analisis normado (con datos estandarizados), las
coordenadas de las variables sobre cada componente principal son iguales a la correlacion
entre las variables originales y los componentes principales (Cuadro 1.4); por tanto, es
posible representar la proyeccion de las variables originales sobre los dos primeros ejes
principales (Figura 1.2). En el caso del indice de cosecha (IC), el procedimiento para
ubicar las variables sobre el espacio bidimensional consiste en proyectar -0.686 en el
primer eje y -0.176 en el segundo eje, y asi sucesivamente, hasta completar el circulo de
correlaciones.

Enla Figura 1.2 también se observa que las variables mas vinculadas en forma positiva
con el primer eje son el inicio de floracion (IF), 50% de floracién (F(50%>) y madurez fisiolégica
(MF); y en forma negativa el indice de cosecha (IC). Las variables mas vinculadas al segundo
eje en sentido positivo son peso de 100 granos (100), didmetro de grano (DG) y contenido
de saponinas (CS); y en sentido negativo la longitud de panoja (LP).

La proyeccién opuesta del indice de cosecha sobre el primer eje en relaciéon con las
variables fenolégicas significa que las accesiones de quinua desarrollan un menor valor
de este indice en la medida que tardan en florecer y en alcanzar la madurez; o también,
a medida que son mds precoces desarrollan un mayor indice de cosecha.
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Un procedimiento de interpretacién similar se recomienda seguir para la proyeccién
de las variables sobre el segundo eje, con el fin de comprobar si las accesiones de quinua
tienden a desarrollar mayor tamafio de grano y contenido de saponinas en la medida
que la longitud de panoja sea menor, y viceversa.

Enla Figura 1.2 también se puede observar el grado de asociacién entre las variables
que estd determinada por la separacion angular que forman sus proyecciones. Se
recomienda, ademads, considerar las distancias entre cada una de éstas a partir del origen,
siendo su contribucién mayor mientras més distantes se encuentren. De acuerdo con la
separacién angular, la mejor asociacion estd constituida por altura de planta (AP) con el
diametro de tallo (DT) y emergencia de plantula (EM), seguida por inicio de floraciéon
(IF) con 50% de floracion (Fiser)) Y PESO de 100 granos (P100) con el didmetro de grano
(DG). La distancia al origen indica que las variables florales y de grano son las mas
importantes.

Proporcion de la varianza explicada. En estudios de esta naturaleza es importante
determinar el grado de discriminacién de las variables en estudio con el objeto de
identificar tanto las de mayor como las de menor variacién dentro del germoplasma.
A través del anélisis de los componentes principales es posible determinar el grado
de discriminacién, cuantificando la proporcién de varianza explicada por cada variable
original sobre los tres componentes seleccionados; para ello, es necesario efectuar la
suma al cuadrado de la correlacién que forma cada variable original con los tres
componentes (ver Cuadro 1.4). Esta operacion es factible debido a que los componentes
no estan correlacionados entre si (Pla, 1986). Para el caso de la variable 50% de floracién
seria: (0.849)* + (0.346)* + (-0.184)> = 0.875, siendo similar el cdlculo con las demas variables.
En el Cuadro 1.5 se presentan los resultados con las variables ordenadas en forma
descendente. Se debe tener en cuenta que las variables que explican una mayor

Cuadro 1.5. Proporcién de la varianza explicada por cada variable original sobre los tres
primeros componentes principales en la caracterizaciéon de una coleccién de quinua.

Caracteristicas Componentes principales Proporcién de la
varianza
1 2 3
50% de floracién (dias) 0.721 0.120 0.034 0.875
Inicio de floracion (dias) 0.724 0.089 0.043 0.856
Didmetro del grano (mm) 0.080 0.506 0.238 0.824
Peso de 100 granos (g) 0.123 0.452 0.213 0.788
Diametro de tallo (mm) 0.346 0.120 0.314 0.780
Altura de planta (cm) 0.388 0.175 0.176 0.739
Madurez fisiologica (dias) 0.661 0.050 0.013 0.724
Longitud de panoja (cm) 0.032 0.616 0.057 0.705
Boton floral (dias) 0.398 0.217 0.065 0.680
Didmetro de panoja (cm) 0.078 0.095 0.420 0.593
Indice de cosecha 0.471 0.031 0.020 0.522
Ramas principales (no.) 0.222 0.154 0.124 0.500
Dientes en las hojas (no.) 0.192 0.203 0.001 0.396
Contenido de saponinas (cs)  0.004 0.278 0.102 0.384
Emergencia (dias) 0.086 0.052 0.015 0.154
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proporcién de varianza son las méas discriminatorias y, por tanto, su importancia es mayor.

En general, los resultados en el Cuadro 1.5 muestran que en las accesiones de quinua
las variables fenoldgicas son mas importantes y discriminatorias que las variables de
grano y éstas, a su vez, mas que las variables que describen la arquitectura de la planta.
De otro modo, se puede interpretar que las variables reproductivas son mas
discriminatorias que las vegetativas.

Entre las variables fenolégicas, el 50% de floracién y el inicio de floraciéon ocupan el
primero y segundo lugar, respectivamente, por tanto, son las mas discriminatorias del
germoplasma, cuyo comportamiento depende principalmente del genotipo; la madurez
fisiolégica —en el séptimo lugar— tiene una posicién aceptable para estudiar la variabilidad
genética; mientras que la emergencia de plantulas en la dltima posiciéon es de menor
variacién en el germoplasma.

El grado de discriminacion de la variable emergencia de plantulas permite deducir
que su comportamiento no depende tanto del genotipo sino, més bien, de otros factores
como la preparacién del suelo y la humedad en el momento de la siembra, por tanto, no
se recomienda su inclusién en futuros estudios con este cultivo.

El diametro de grano y el peso de 100 granos —en tercero y cuarto lugar,
respectivamente— también son importantes y su comportamiento depende del genotipo.
Es necesario sefalar que el contenido de saponinas en la planta aparece en el pendltimo
lugar, no obstante que en el germoplasma existen accesiones desde dulces (sin saponinas)
hasta muy amargas (con alto contenido de saponinas); en este caso, se recomienda estudiar
el grado de discriminacion y hacer las comparaciones utilizando otros métodos
multivariados.

Otras variables importantes que discriminan suficientemente el germoplasma de
quinua son el didmetro de tallo y la altura de planta que ocuparon el quinto y el sexto
lugar respectivamente, igualmente el tamafio de panoja que precedio las anteriores.

Analisis de conglomerados. El dendrograma obtenido a través de la distancia euclidiana
al cuadrado y el algoritmo de enlace completo muestra que las mejores asociaciones las
formaron las variables inicio de floracién (IF) y 50% de floracién (F(SO%)), y didmetro de
grano (DG) con el peso de 100 granos (P100), en comparacion con el resto de las variables
consideradas en el analisis (Figura 1.3).

De acuerdo con el nivel de significancia es posible formar tres grupos de variables
claramente definidos, cada uno con varios subgrupos (Recuadro 1.1).

Segtin los resultados presentados en el dendrograma se puede concluir que si se
mejora o modifica la duracién del ciclo de la quinua también se modificara su arquitectura
de planta.

El comportamiento o la asociaciéon no-significativa entre el primero y el segundo
grupo de variables sugiere la posibilidad de combinar en un mismo genotipo los caracteres
del grano con los fenolégicos y de arquitectura de planta, lo que facilitaria los trabajos
de seleccién sobre accesiones con granos sobresalientes, sin afectar sus caracteristicas
agronomicas.

El comportamiento independiente que tiene la variable emergencia de plantulas se
puede atribuir a que ésta depende més de variables externas como la preparacién y la
humedad en el suelo al momento de la siembra, que de factores genéticos.
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Figura 1.3. Dendrograma de distancias entre 15 variables cuantitativas del germoplasma
de quinua. Los nombres de las variables aparecen en la Figura 1.2.

Recuadro 1.1. Grupos y subgrupos resultantes en el agrupamiento de variables en accesiones de quinua.

Grupos

1. Variables fenolégicas con las variables de arquitectura de planta
Subgrupos

* Inicio de floracién (IF) con el 50% de floracion (F )
También se asocian botén floral (BF), la madurez fisiolégica (MF) e indice de cosecha (IC).

* La asociacion mas importante la forman el didmetro de tallo (DT) con la altura de planta
(AP). Se asocian el didmetro de panoja (DP) y la longitud de panoja (LP) que también se
fusionan principalmente con AP la cual, a su vez, se asocia significativamente con IF, F(
BF y ME.

e Formado por el nimero de dientes en las hojas (DH) y el nimero de ramas principales (RP),
que se fusionan significativamente, aunque en menor importancia, con el conglomerado que
forman el subgrupo 1 (IF, Fpy BFY MF) con el subgrupo 2 (DT, AP, DP y LP).

2. Conformado por las variables de grano. La asociacién didmetro de grano (DG) y el peso de
100 granos (P100) es la mds importante, a la cual también se asocia, aunque en menor

forman la asociacién méas importante.

50%)”

importancia, el contenido de saponina (cs).

3. Formado por la variable emergencia de plantulas (EM), que es la menos importante.
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Conclusiones

Los métodos aplicados para estudiar los patrones de variacién del germoplasma de
quinua fueron complementarios y su contribucién fue diferente, como se explica a
continuacion.

Matriz de correlacién . A pesar de que los coeficientes resultantes en este analisis se
deben interpretar con precaucion, este método ayudé en la identificacion del grado de
correlacion entre las variables, sobresaliendo los coeficientes entre el inicio de floracion
y el 50% de floracién (r = 0.94), y el didmetro de grano con el peso de 100 granos (r = 0.89)
(ver Cuadro 1.1).

Entre las fenolégicas se destacaron las correlaciones altamente significativas entre
las variables florales y la madurez fisiolégica; por otra parte, los coeficientes negativos
del indice de cosecha indican que su comportamiento es inversamente proporcional con
la floracion y la duracién del ciclo del cultivo de quinua. La emergencia de plantulas no
present6 correlacién significativa con otras variables.

Entre las variables de arquitectura de planta se destacaron los coeficientes entre el
diametro de tallo y el didmetro de panoja, entre la altura de planta y el didmetro de tallo,
y entre la longitud de panoja y la madurez fisiol6gica. Este ultimo sugiere que las
accesiones de quinua tardias desarrollan plantas altas.

El didmetro de grano y el peso de 100 granos formaron la segunda correlacién mas
importante de la matriz, adhiriéndose significativamente el contenido de saponina con
el diametro de grano. Esta tltima asociacién positiva indica que los granos méas grandes
presentan un mayor contenido de saponinas.

Anilisis de componentes principales. Este método permiti6 identificar las variables
que maés contribuyeron a la varianza en cada uno de los tres componentes seleccionados
y, para determinar su grado de discriminacién o importancia (ver Cuadro 1.2 y Figura
1.1).

El primer componente se caracterizé principalmente por las variables fenoldgicas
y el indice de cosecha, este tiltimo caracterizé en sentido contrario; también lo hicieron
en forma secundaria la altura de planta y el didametro de tallo, indicando que el
germoplasma dispone de una amplia variabilidad en estas caracteristicas.

El segundo componente lo constituyeron las variables del grano que caracterizaron
en sentido contrario por la longitud de panoja, indicando que en estas caracteristicas
también existe una amplia variabilidad.

El tercer componente estuvo formado por las variables didmetro de tallo, didmetro
de panoja y la altura de planta, y en forma secundaria, por las variables del grano. Las
demads variables de arquitectura de planta contribuyeron en forma proporcional con
estos componentes.

A través de la proporciéon de la varianza fue posible determinar el grado de
discriminaciéon de cada una de las variables. Las variables fenologicas fueron mas
discriminatorias que las variables del grano y éstas, a su vez, mas que las variables de
arquitectura de la planta, lo que permite concluir que las variables que tienen relacién
con la reproduccién de la planta son més discriminatorias que las vegetativas.
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Anidlisis de conglomerados. Las asociaciones confirman las variables que fueron
identificadas por la matriz de correlacion y por el grado de discriminacion identificado
en el anélisis de componentes principales. Considerando la significancia de cada uno de
los grupos de variables es posible obtener informacién de utilidad para el programa de
mejoramiento del cultivo de la quinua.

Es importante sefalar que no siempre es necesario aplicar los tres métodos para
estudiar las variables consideradas, en algunos casos, cuando se conoce bien el
germoplasma, es suficiente la aplicacion de uno o maximo dos de los métodos descritos
para obtener y comprobar resultados validos.

Referencias

Crisci, J. V. y Lépez, M. F. 1983. Introduccién a la teoria y practica de la taxonomia
numérica. Secretaria General de la Organizacién de Estados americanos (OEA).
Washington, D.C. 132 p.

Crivisqui, E. 1998. Presentacion de los métodos de clasificacion. En: Seminario de métodos
estadisticos multivariados. Enero 5 a 16, Valdivia, Chile. 56 p.

Cupolillo, E.; Momen, H; y Grimaldi, G. Jr. 1998. Genetic diversity in natural populations
of new world Leishmania. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro 93(5):663-668.

Dillon, W. R. y Goldsten, M. 1984. Multivariate analysis: Methods and applications.
Wiley. Nueva York 587 p.

Ferreira, P. 1987. Analisis multivariado aplicado a problemas de clasificacién y tipificacion.
En: Taller sobre aplicaciones del anélisis multivariado. Instituto de Educacién
Continuada (IDEC). Antigua. 12 p.

Hair, J. F; Anderson, R. E.; Tatham, R. L.; y Black, W. C. 1992. Multivariate data analysis.
Macmillan Publ. Co., Nueva York. 544 p.

Lépez]. A. e Hidalgo, M. D. 1994a. Analisis de componentes principales y andlisis factorial.
En: Ato, M. y Lopez, ]. J. (eds.). Fundamentos de estadistica con Systat. Addison
Wesley Iberoamericana. p. 457-503.

Lopez J. A. e Hidalgo, M. D. 1994b. Andlisis de conglomerados. En: Ato, M. y Lépez, J. J.
(eds). Fundamentos de estadistica con Systat. Addison-Wesley Iberoamericana.
p- 505-532.

Pla, L. E. 1986. Analisis multivariado: Método de componentes principales. Secretaria
General de la Organizacion de los Estados Americanos (OEA). Washington, D.C. 95 p.

Plucknett, D. L.; Williams, J. T.; Smith, N.; y Anishetty, N. N. 1992. Los bancos genéticos
y la alimentacién animal. Editorial IICA, San José, Costa Rica. 257 p.




40 BOLETIN TECNICO IPGRI No. 8

Caso 2. Analisis de la variabilidad genética en frijol

Gustavo Ligarreto*

El frijol tiene una amplia variabilidad genética y sus caracteres morfoldgicos,
especialmente el color de las semillas y el habito de crecimiento, han sido utilizados para
la seleccién de variantes. Esta selecciéon y la deriva genética han sido los principales
factores evolutivos responsables del mantenimiento y la ampliacién de la variacién
morfologica. Los plantas y los granos de frijol se identifican por el tamafio, el color de
las semillas, el habito de crecimiento y la adaptacién en regiones con condiciones de
clima adversas (Ligarreto, 1991; Angulo y Arcila, 1990).

Colombia posee una extensa coleccién de frijol resultante del trabajo de
mejoramiento bajo condiciones de adaptacién a clima frio (2000 a 2700 m.s.n.m.) en la
zona Andina, formada por 165 accesiones regionales e introducidas de los habitos I, Il y
III con crecimiento arbustivo e indeterminado que han sido progenitores de variedades
mejoradas y lineas segregantes y élites. A pesar de que dicha coleccién ha sido utilizada
como fuente de genes para el fitomejoramiento de la especie, en la actualidad se tiene
poca informacién acerca de su constitucién genética y atin existen dudas de la variabilidad
de los nuevos cultivares mejorados. Por tanto, su caracterizacion permitira el uso menos
empirico de los materiales en los programas futuros de mejoramiento asi como el
conocimiento suficiente de las fuentes de los genes que se deben combinar y conservar.

El objetivo en este ejemplo es presentar un caso frecuente entre curadores y usuarios
de los bancos de germoplasma, que consiste en conocer la variabilidad genética de frijol
mediante el uso de marcadores morfolégicos y agronémicos, utilizando un andlisis
unificado de marcadores.

De la coleccién en estudio se seleccionaron como testigos tres variedades mejoradas
y comerciales, una linea élite y 26 accesiones tomadas al azar con el objeto de extrapolar
los resultados de variabilidad a la poblacién original; esta muestra represent6 el 18% de
la poblacién total siendo superior a la considerada en la mayoria de otros estudios, que
solo alcanza 10% de la poblacion.

Estos materiales fueron sembrados en el Centro de Investigacién Tibaitata (1900
m.s.n.m.) de la Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria (Corpoica) y en
el municipio de Calima-Darién (1200 m.s.n.m.), Valle del Cauca, Colombia, en seis
ambientes y diferentes lotes y semestres, en un disefio experimental de bloques completos
al azar con 30 tratamientos (accesiones) y cuatro replicaciones. La unidad experimental,
de 9.6 m? estaba constituida por cuatro surcos de 4 m de longitud cada uno, distanciados
0.6 m entre ellos y 10 cm entre plantas.

En total se evaluaron 23 caracteres cuantitativos correspondientes a los diferentes
estados fenoldgicos de la planta y relacionados con el rendimiento y sus componentes: Cinco
en estado de plantula, siete en floracién, uno en estado de madurez fisiolégica y 10 en época
de cosecha; y 42 caracteres cualitativos conformados por 13 binarios y 29 categdricos en los
estados fenolégicos de plantula, floracién, madurez fisiolégica y cosecha (Cuadro 2.1).

* Profesor Asociado. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, Bogota.
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Cuadro 2.1. Descriptores varietales morfolégicos empleados en la evaluacion de accesiones de frijol.

Variables cualitativas Variables cuantitativas

Color del hipocdtilo Reaccién a mildeo Dias a emergencia
Color de la nervadura de hojas Reaccion a crisomélidos Longitud del hipocétilo
primarias Color de las vainas Longitud del epicétilo
Color de las alas Patron de distribuciéon del Ancho de las hojas primarias
Color del limbo estandarte color de vainas Longitud de las hojas primarias
Patrén de distribucién del color Forma del corte Longitud del foliolo central
del limbo estandarte transversal de vainas (4°nudo)
Venas en la flor Distribucién de vainas Ancho del foliolo central
Color del cuello del estandarte en la planta (4°nudo)
Patrén de distribucion del Color de las vainas Longitud del tallo principal
cuello estandarte Patrén de distribucién del Altura de coberturas
Color del caliz color de las vainas Numero de nudos
Color de las bractéolas Perfil de las vainas Longitud de las vainas
Forma de las bractéolas Tipo de é&pice de la vaina Ancho de las vainas
Tamafio de las bractéolas Grado curvatura del apice Longitud del pice de vainas
Habito de crecimiento de la vaina Vainas por planta
Color del tallo Direccién de la curvatura del Semillas por vaina
Pubescencia del tallo apice de la vaina Area foliar del foliolo central
Color de las hojas Consistencia de la vaina Rendimiento por planta
Forma del foliolo central Color primario de las semillas Rendimiento por parcela
Tipo de ramificacién Color secundario de las semillas  Dias a floracién
Volcamiento Distribribucién del color Dias a madurez fisioldgica
Reaccion a roya secundario Dias a cosecha

Aspecto de la testa Peso de 100 semillas

Venas en la semilla

Color alrededor del hilo

Forma de las semillas

Acervo genético

Para determinar los centros de domesticacion de las colecciones se evaluaron las
caracteristicas de la flor —color, forma y tamafio de las bractéolas— la forma del foliolo
central de la hoja, la presencia de venas en el estandarte y el tamafo de las semillas
tipicas de los acervos centroamericano y andino de Sur América, que fueron propuestas
por Singh et al. (1991a).

Los estados de los descriptores cualitativos utilizados para la caracterizacion y la
evaluacién de los insectos-plaga y las enfermedades se calificaron de acuerdo con las
escalas de los sistemas estandar para la evaluacion de germoplasma de frijol propuestas
por el CIAT (Schoonhoven y Pastor-Corrales, 1991) y el registro de los colores se hizo
con la tabla de colores Munselld para tejidos vegetales (Mufioz et al., 1993).

Segun los objetivos del estudio, los datos de caracterizaciéon se evaluaron de las
formas siguientes: (1) Mediante el andlisis de componentes principales de las variables
cuantitativas para determinar cuéles de ellas discriminan la poblacién de cultivares. (2)
Por medio del analisis de la varianza genética, ambiente, y la interaccién genotipo por
ambiente para las variables cuantitativas con el fin de determinar el aporte de estas
varianzas al fenotipo. De esta manera, se seleccionaron las variables de mayor
heredabilidad para discriminar las accesiones y se hizo la seleccién de los progenitores.
(3) Cuando el objetivo era conocer la variabilidad genética de la coleccion por pardmetros
cualitativos y cuantitativos, se unificaron los datos originales tal como se tomaron los
registros y se analizaron de manera unificada a través de un mismo coeficiente de
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similitud. A continuacién se presentan los analisis de los datos utilizando estas tres
modalidades de caracterizacion las cuales, a su vez, pueden ser excluyentes.

Anadlisis de la variabilidad genética por componentes principales

Inicialmente se calcularon los promedios, las varianzas, las desviaciones estandar y los
coeficientes de variacién de los caracteres cuantitativos en los siete ambientes donde se
realizaron los estudios. Los coeficientes de variaciéon fueron superiores a 8%, lo cual
indica que existe un amplio rango de dispersién en la coleccién de frijol en estudio para
cada descriptor, en especial para el rendimiento por parcela que present6 el valor mas
alto (80.4%). Las varianzas y desviaciones estandar para rendimiento por parcela y dias
a cosecha mostraron los valores mas altos con respecto a los de los demés caracteres.

El ntimero de observaciones para establecer el grado de asociacion entre las 23
variables cuantitativas evaluadas fue alto, entre 270 y 760, lo cual favoreci6 la significancia
para los bajos coeficientes de correlaciéon encontrados. Debido a la existencia de una alta
correlacién entre las variables, fue necesario aplicar las estadisticas multivariadas como
componentes principales con el fin de conocer cudles de ellas discriminan las accesiones
de frijol en estudio.

Cada componente tiene un vector caracteristico asociado conformado por los
coeficientes de todas las variables consideradas en el estudio, por tanto, se seleccionaron
los coeficientes con mayor valor absoluto que corresponden con las variables que mas
aportan en la discriminacion varietal ( Recuadro 2.1).

Recuadro 2.1. Componentes y coeficientes de las variables importantes en la discriminacién varietal
de una coleccion de frijol.

Componentes Variables Valor del coeficiente
1 Longitud de epicétilo 0.267
Ancho de hojas primarias 0.275
Longitud de hojas primarias 0.268
Nimero de nudos -0.278
Ntmero de vainas -0.289
Dias a floracién -0.283
Dias a madurez fisiolégica 0.266
Peso de 100 semillas 0.251
2 Longitud del foliolo central 0.326
Ancho del foliolo central 0.348
Area del foliolo central 0.356
3 Dias a emergencia -0.586
4 Longitud del hipocétilo -0.564
5 Ntumero de plantas cosechadas por parcela -0.564
6 Ntmero de semillas por vaina 0.447

En el analisis de componentes principales (Cuadro 2.2) se puede observar que los
primeros seis poseen un valor caracteristico > 1, siendo los de mayor importancia en el
estudio, con una representacion del 87.31% de la variacién total. El primer componente
contribuy6 con 43.86% y el segundo con 19.64%, mientras que el sexto contribuyé con
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Cuadro 2.2. Componentes principales seleccionados por su valor caracteristico (A>1) a partir
de 23 variables morfolégicas cuantitativas evaluadas en siete ambientes.

Componentes Valores Proporciones de la varianza total
principales * caracteristicos
n) Absoluta (%) Acumulada(%)

1 10.089 43.86 43.86

2 4.518 19.64 63.51

3 1.859 8.08 71.60

4 1.431 6.22 77.82

5 1.143 497 82.79

6 1.038 451 87.31

a. La definicion de los componentes aparece en el Recuadro 2.1.

4.51% de esta variacién. Elalto porcentaje de la variacion total explicada por los primeros
seis componentes sugiere que estos contienen variables que discriminan bien la coleccién
de frijol.

Este analisis permiti6 identificar que las variables relacionadas con habito de
crecimiento, precocidad, area foliar y rendimiento por planta estan asociadas con los
seis componentes de mayor importancia entre los 23 posibles. De igual manera, se
identificaron el niimero de nudos, dias a floracién, tamano de la hoja, nimero de semillas
por vaina y rendimiento por planta como los caracteres que mds contribuyen para la
discriminacién de los cultivares en los acervos genéticos mesoamericano y andino.

Los resultados anteriores concuerdan con los encontrados por Singh et al. (1991b)
quienes hallaron una alta asociaciéon entre los acervos genéticos con las caracteristicas
consideradas en este estudio, tales como hojas y semillas grandes en individuos del
acervo andino y pequefas en el acervo mesoamericano. Voysest (1991) sugiere que el
tamafo de las semillas es uno de los caracteres de mayor utilidad en la clasificacién de
frijol, ya que determina el grado de aceptacién de las variedades tanto por parte del
productor como del consumidor.

La representaciéon grafica de los componentes principales (Figura 2.1) muestra que
en los cultivares andinos y mesoamericanos existen amplias diferencias morfoldgicas y
agronomicas, las cuales son mayores entre los primeras que presentan un mayor grado
de dispersién en los tres primeros componentes. La diversidad entre los cultivares
andinos esta representada por los habitos de crecimiento determinado e indeterminado
con separacién entre arbustivos determinados para los materiales de Colombia, México
y Bolivia; peruanos de habito indeterminado; y una accesion (Argentina 2) procedente
del sur de los Andes con habito de crecimiento determinado, semillas de color negro y
caracteristicas morfologicas parecidas a las del subgrupo de andinos determinados. No
obstante, esta tltima se diferencia de este subgrupo por presentar germinacion tardia
(30 dias 0 mas), aspecto que la aproxima a algunos materiales silvestres.

Las variantes dentro del acervo andino se deben a la presion de seleccion por parte
de los productores que prefieren variedades de frijol con caracteristicas fenotipicas que
tienden hacia el predominio de ciertas variedades a nivel local o regional. Sin embargo,
cultivares morfolégicamente similares pueden ser distantes en su constitucién genética.
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Figura 2.1. Dispersién de 30 accesiones de la coleccién colombiana de frijol en los tres
primeros componentes principales de 23 descriptores cuantitativos. Las accesiones
andinas indeterminadas son Pert 5, Tundama y Pert 224; el cultivar Argentina 2
constituye el grupo sur de los Andes.

Variabilidad representada por variables cuantitativas de
alto efecto genético

Otra forma de agrupar las accesiones por su morfologia consiste en utilizar los descriptores
que tienen alta heredabilidad los cuales, a su vez, aseguran alta estabilidad en diferentes
ambientes. Para el efecto, en el estudio de este ejemplo se hallaron los estimadores de
los componentes de varianza de los 23 descriptores cuantitativos en los siete ambientes
de evaluacién y con ellos se obtuvieron los coeficientes de repetibilidad o heredabilidad
(7)' (Goodman y Paterniani, 1969). El valor mds alto de este coeficiente correspondi6
al peso de 100 semillas (y = 6.04) seguido por la longitud de las vainas (y = 4.83). El
numero de nudos (y = 1.07) y de vainas por planta (y = 1.08), la longitud del apice de

02
3
’\{:
1. Heredabilidad: = 62 O;, Los valores y> 1 indican que la medida entre accesiones tiene mds expresion
genética que efecto del ambiente e interacciones. Si y < 1, la heredabilidad es baja y existe efecto del

ambiente sobre la expresion del caracter (Goodman y Paterniani, 1969).
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las vainas (y = 1.33) y la época a madurez fisiolégica (y = 1.01) presentaron valores
cercanos a la unidad. Los valores < 1 significan diferencias entre las accesiones a
través de los ambientes para el cardcter en medicién, tal como ocurrié con la
repetibilidad en el rendimiento por parcela (y = 0.02), edad a floracién (y= 0.05), edad
a cosecha (y = 0.05) y nimero de plantas por parcela (y = 0.003).

La consistencia en la seleccién de las variables por su alto valor de repetibilidad
para discriminar la variabilidad morfoagronémica es confirmada por los altos coeficientes
del valor absoluto encontrados en el analisis de componentes principales.

Las seis variables continuas seleccionadas presentaron un alto grado de asociacién
entre si, por tanto, fueron analizadas mediante componentes principales, encontrdndose
en los dos primeros valores caracteristicos > 1 que explican el 85.38% de la variacion
total -67.31% para el primer componente y 18.07% para el segundo-—.

Con los coeficientes de los primeros dos componentes principales se construy? el
dendrograma de la Figura 2.2, en el cual en cinco unidades de distancia euclidiana
aparecen tres grupos de accesiones con sus respectivos subgrupos de discriminacién,

Distancia euclidiana

20 15 10 5

Andino
Mex 171
Arg 2
Ant 19
Per 154
Tol 43
Ant 10
Ant 27A
Ant 20
Mex 496
Tol 17-2
Nar 12
Cerinza
Mex 497
Per 40
Blv 7
Boy 18
Cun 148
Ant 21
Cau 34
Tol 16
Hui 5
Tol 17-1
Tol 16B
Nar 7A
2 Arg 1
1L-34400
1 Per 224

4|—7[ Per 5
Tundama

Figura 2.2. Dendrograma de 30 accesiones de frijol construido a partir de seis variables

ISy N =

cuantitativas seleccionadas usando el coeficiente de heredabilidad ¥ > 1.
Acervos: A = andino, subgrupos a, a,, a,, M = mesoamericano, subgrupos m, m,.
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principalmente por acervo genético andino y mesoamericano. El subgrupo andino a,
se encuentra cerca a los mesoamericanos con habito de crecimiento indeterminado
tipos Il y III, excepto la accesion L-34400 que tiene crecimiento determinado, pero con
alta produccién de vainas por planta (entre paréntesis) (20.1). Este tdltimo caracter
también discrimina este subgrupo y los mesoamericanos (22.8 y 27.3) de los otros
andinos (a, = 12.4 y a, = 15.0) (Cuadro 2.3).

El acervo mesoamericano contiene dos subgrupos diferenciados por los tiempos
tardios de germinacion y madurez fisiologica: El m, constituido por Argentina-1, del
sur de los Andes, de habito de crecimiento tipo Il que present6 22.5 dias a emergencia y
142 dias a madurez fisioldgica; y el subgrupo m,, procedente del norte de los Andes, de
crecimiento indeterminado tipo Il —con excepcion de Tolimal7-1 de hébito de crecimiento
tipo II- que present6 16.8 dias a emergencia y 136 dias a madurez fisiologica.

En el mismo Cuadro se incluyen otras variables que permitieron clasificar las
accesiones por acervo y subgrupos respectivos. Por ejemplo, el peso de 100 semillas fue
inferior a 25 g en los subgrupos m, y m,, entre 25y 40 g para el subgrupo a, y superior a
40 g enlos subgrupos de andinos a, y a, correspondiendo a semillas pequenas, medianas
y grandes, respectivamente (Mufioz et al., 1993).

Cuadro 2.3. Promedios por grupos genéticos de las principales variables cuantitativas en
caracterizacion morfoldgica de frijol®.

Variables Grupos y subgrupos
Andinos (A) Mesoamericanos (M)
a, a, a, m, m,
Dias a emergencia 16.1 18.1 19.6 16.8 22.5
Longitud de hipocétilo (cm) 4.5 4.6 5.4 4.1 4.5
Ancho foliolo central (cm) 6.7 6.6 6.7 57 6.2
Altura de cobertura (cm) 51.4 36.0 34.1 40.5 30.4
Numero de nudos 12.4 6.8 8.8 11.2 10.0
Longitud de vaina (cm) 11.8 11.4 11.9 9.6 8.5
Vainas por planta (no.) 20.1 124 15.0 2.8 27.3
Longitud apice de vaina(cm) 1.3 1.6 1.3 1.0 0.6
Semillas por vaina (no.) 37 37 3.9 42 4.0
Area foliolo central (cm?) 441 425 432 32.8 37.0
Rendimiento por planta (g) 21.8 14.6 15.7 16.6 14.8
Dias a floracién (no.) 74.0 64.0 66.0 74.0 70.0
Dias a madurez fisiolégica 139.0 123.0 129.0 136.0 142.0
Peso de 100 semillas (g) 37.5 443 41.8 22.2 18.1

a. Los grupos genéticos se encuentran relacionados en la Figura 2.2.

Caracterizacién genética por descriptores cualitativos y cuantitativos

Cuando los investigadores desean hacer poco manejo estadistico de los datos de
descriptores morfolégicos cualitativos y cuantitativos, recurren frecuentemente al uso
de los promedios o modas de cada caracter por accesion y realizan un andlisis unificado
de descriptores mediante la distancia de Gower. Este método permite presentar la
dispersion de las accesiones en un plano cartesiano o en un dendrograma.

En la Figura 2.2 antes mencionada se presenta la variabilidad genética de las 30
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accesiones de frijol, medida en las 65 variables de descripcion varietal de tipos morfolégico
cualitativo y cuantitativo. La variabilidad esta representada, a su vez, por tres grupos:
(1) tipico andino conformado por 16 accesiones con denominacion a,, (2) integrado por
los acervos andino y mesoamericano con separacion en subgrupos a, y m,, y (3) igual al
grupo anterior mas cultivares andinos (a,) y un cultivar mesoamericano (m,). Se observa
que estos resultados son similares a los encontrados en el analisis de escalamiento
multidimensional.

Teniendo en cuenta algunos de los caracteres de alta heredabilidad y las principales
caracteristicas para la clasificacién de razas de frijol (Singh, 1985; Singh et al., 1991a), el
grupo correspondiente al acervo andino se caracteriza por el color amarillo, café-rojizo y
verde con pigmentacién rosada en los cotiledones, el color blanco y morado de las alas
de la flor, el hdbito de crecimiento tipos I y II, la forma romboédrica del foliolo central,
las bractéolas lanceoladas, el color primario rojo y crema-oscuro de las semillas, y la
forma ovoide y arrifionada recta de éstas.

El acervo mesoamericano presento las caracteristicas morfolégicas siguientes: Color
amarillo palido de los cotiledones, alas moradas, hébito de crecimiento tipos II y III,
foliolo central de la hoja ovalado, bractéolas de forma cordada, color primario rojo y
crema suave de la semilla con formas ovoidea y alargada-ovoidea. Dentro de cada acervo
la variabilidad esta representada por diferencias varietales, asi, dentro del acervo andino,
el subgrupo a, representado por Perd-5 y Tundama (que tienen en Perd-5 uno de sus
progenitores) presenta el estandarte blanco; el estandarte en el grupo a, es lila; y el
subgrupo a,, formado por las accesiones Argentina-2, Bolivia-7, L-43400 y Peru-224
presenta con mayor frecuencia estandarte morado.

Los estandartes en el acervo mesoamericano son blancos para el subgrupo m,,
constituido por siete accesiones, y morado para Argentina-1 que conforma el subgrupo
a,. El hébito de crecimiento en los andinos es arbustivo indeterminado (tipo II) en el
subgrupo a, y determinado (tipo I) en los subgrupos a, y a,; mientras que en los
mesoamericanos, en el subgrupo m, con siete accesiones, predomina el hébito
indeterminado tipo IIl y en el subgrupo m, el crecimiento es de tipo IIL

Seguin Ligarreto y Martinez (2001) y Singh et al. (1991b) el rendimiento, el nimero
de vainas por planta y el peso de 100 semillas son los caracteres que mas contribuyen
para la descripcion de colecciones de frijol. En este caso, las accesiones del acervo andino
presentaron un menor niimero de vainas por planta (12.4 a 20.1) en comparacién con los
subgrupos del acervo mesoamericano (22.7 a 27.3). Por el contrario, los cultivares del
acervo andino mostraron mayores pesos de semillas que los mesoamericanos (37 -44 g
vs. 18 - 22 g) (Cuadro 2.3).

Singh et al. (1991a) en una clasificacién de accesiones de frijol cultivado presentes
en dos acervos hereditarios y en la que consideraron las caracteristicas foliares, de flor y
de tamafo de las semillas, encontraron una mayor presencia de los caracteres
morfoldgicos representativos del conjunto de gametos del acervo andino, en relacion
con el acervo mesoamericano. Lo anterior se puede explicar por una mayor representacion
en la coleccion de semillas con tamafio entre mediano y grande, y un mayor ntimero de
recolecciones en zonas de climas medio y frio colombiano. Por otra parte, como resultado
de las regeneraciones sucesivas de la coleccion a partir de 1929, cuando se inici6 el
programa de mejoramiento de la especie en Colombia, es posible que se hayan
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seleccionado accesiones por su tamafio de semillas.

La aplicacién del algoritmo UPGMA? a distancias Gower en los datos combinados
de 42 variables categoricas y 23 variables continuas, dio como resultados conglomerados
similares a los de componentes principales para caracteres cuantitativos (ver Figura 2.1),
con separacién morfoldgica y agrondmica en los dos acervos ancestrales de domesticacion

Distancia de Gower
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Andino
Ant 19
Ant 10
Tol 17-2
Ant7A
Cun 148
Ant 20

]

" Cerinza
Boy 8

A Mex 496
Mex 497
Nar 12
Tol 43
Per 154
Mex 171
Per 40

Ant 21
Tol 16
! Cau 34
Hui 5
Nar 7A
L — ol
Tol 17-1
1 Per 5
—| Tundama
m, Arg1l
i Arg 2

4| Blv 7

L-34400
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Figura 2.3. Relacién morfolégica entre 30 accesiones de frijol basada en las modas de 42
descriptores cualitativos y en el promedio de 23 descriptores cuantitativos.
Acervos: A =andino, subgrupos a,, a,, a; M = mesoamericano, subgrupos m,, m,.

2. UPGMA (Unweigthted Group Meted Arithmetic Average) compara distancias promedio entre accesiones.
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andino y mesoamericano. El acercamiento detectado entre los dos cultivares Argentina,
pertenecientes a diferente acervo debido a sus diferencias morfoldgicas (Figura 2.3),
puede ser debido a la expresién de ciertos genes por adaptacién ecoldgica.

El analisis combinado de los datos de caracteres cualitativos y cuantitativos, con
agrupamientos por métodos multivariados, proporciona un panorama amplio del
conocimiento de la variabilidad genética que permite su utilizacién en programas de
mejoramiento varietal y en la identificacién de descriptores confiables de las accesiones.

La principal ventaja de esta propuesta es la flexibilidad que ofrece para la aplicacién
de medidas apropiadas a cada tipo de datos en la coleccién de germoplasma, como
también para la inclusién de informacién sobre el origen geografico de las especies (Cole-
Rodgers et al., 1997). Los datos naturales utilizados en el andlisis son incorporados en
una sola matriz conjunta con el objeto de realizar un analisis completo y establecer las
posibles relaciones entre todos los cultivares mediante los descriptores evaluados
simultdneamente.
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Caso 3. Analisis de la Variabilidad genética de jicama

César Tapia*

En el estudio de este caso se utiliza como ejemplo la caracterizacién de la coleccién de
jicama (Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng) formada por 31 accesiones cultivadas del
banco de germoplasma en el CATIE, que considera la variabilidad a nivel del centro de
origen (Suramérica). Los genotipos fueron sembrados en un diseno completamente al
azar con 35 repeticiones y se caracterizaron morfolégicamente utilizando 70 descriptores
cualitativos y cuantitativos.

Resultados

Tamaiio de muestra. En la investigacion se utiliz6 una probabilidad del 5%, es decir,
cuando en el 95% de los casos el promedio de la muestra se encontraba dentro del rango
del 5% de la media verdadera de la poblacion. Se considera que esta probabilidad es
aceptable en este tipo de estudios. Para mantener un nivel de confianza adecuado se
seleccionaron limites de error o confianza < 25%.

Para los caracteres cualitativos se seleccionaron tamafios minimos entre una y tres
muestras. En el caso de los caracteres cuantitativos la variacion fue alta ya que existen
descriptores influenciados fuertemente por el ambiente. En el Cuadro 3.1 es posible
observar los tamafios de muestra de algunas variables de acuerdo con su variacion en la
coleccion en estudio. En la practica es dispendioso tomar, por ejemplo, 1363 o 341 muestras
del grosor de la corteza de la raiz, por tanto, se recomienda tomar el mayor ntimero
posible de ellas con la rigurosidad estadistica que se elija previamente (5% o 10%).

Cuadro 3.1. Estimacién del tamafio de muestra minimo para variables cuantitativas
en la coleccién de jicama (Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng.).

Variables cuantitativas Limite de error

5% 10%

Tamano de muestra (P < 0.05)

Grosor de la corteza de la raiz comestible (mm) 1363 341
Ntumero de vainas por planta 781 195
Longitud del foliolo principal de la hoja (cm) 594 148
Dias a la floracién 85 21
Dias a la madurez fisiolégica de la vaina 74 18
Ancho de la vaina (cm) 50 12

* Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIAP), Departamento Nacional de Recursos
Fitogenéticos y Biotecnologia (DENAREF), Quito, Ecuador
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Estimacién de la variabilidad genética. El promedio, la desviacién estandar (DE), el
coeficiente de variacion (CV) y el indice de herencia (IH) calculados en algunos
descriptores cuantitativos (Cuadro 3.2) permiten una estimacién preliminar de la
variabilidad de la coleccién. Los resultados indican que existe alta variacién como
producto de la influencia del ambiente, por ejemplo, en el grosor de la corteza de la raiz
y en el niimero de vainas; por el contrario, descriptores como ancho de la vaina y dias a
la madurez fisiologica presentan CV relativamente bajos. Ademas, los altos valores del
IH en los descriptores antes mencionados sugieren que la expresion fenotipica es una
buena indicacién de su patrén genético.

Cuadro 3.2. Pardmetros para la estimacién de la variabilidad genética en la coleccién de
jicama (Pachyrhizus tuberosus) (Lam.) Spreng.

Variables cuantitativas Parametros

Promedio  DE CV IH
Grosor de la corteza de la raiz (mm) 0.9 0.6 66.7 0.05
Ntumero de vainas por planta 17.8 13.2 74.2 0.21
Longitud del foliolo principal de la hoja (cm) 11.3 25 221 0.26
Dias a la floracion 103.3 429 41.5 0.80
Dias a la madurez fisiolégica de la vaina 207.5 36.8 17.7 0.81
Ancho de la vaina (cm) 1.9 0.4 21.1 0.78

DE = Desviacién estandar. CV = Coeficiente de variacion. IH = Indice de herencia.

Con esta informacién es posible analizar parcialmente la variabilidad genética de
la coleccién, pero atin se necesita otro tipo de andlisis que permita medir con mayor
precisién dicha variacién e identificar posibles duplicados, que en el caso de colecciones
grandes contribuyen en forma significativa para la conformacién de colecciones niicleo.
Como resultado de la cantidad de variables que se utilizan en la caracterizacién, el analisis
multivariado es adecuado y valioso para la identificacion de duplicados y relaciones de
similitud entre las accesiones, asi como para discriminar cuales son las variables y qué
informacién adicional proporcionan para una futura evaluacién.

Medicién de la variabilidad genética de las colecciones e
identificacion de duplicados

Mediante el analisis multivariado utilizando la distancia de Gower y el agrupamiento
jerarquico de Ward es posible caracterizar adecuadamente colecciones de germoplasma
de interés. Los resultados que se obtienen en estos andlisis pueden ser de los tipos
siguientes (Figura 3.1):

* Agrupamiento de accesiones similares y sus relaciones. En el ejemplo de este
caso, se observa que el agrupamiento de Ward produjo cuatro grupos diferentes:
las accesiones en el grupo 1 corresponden a las denominas ashipas, el grupo 2 a
chuines, el grupo 3 a jicamas y el grupo 4 a accesiones ashipas (TC 531, 556 AE,
534 APy 535 AB).
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¢ Identificacién de duplicados. Es posible asumir que dos accesiones son idénticas
morfolégicamente si la distancia entre ellas es igual a 0. En el presente caso no se
observan duplicados ya que todas las accesiones estdn en mayor o menor grado
distanciadas unas de otras. De todas maneras, se puede observar que existen
entradas que morfolégicamente son muy similares, como por ejemplo, TC361 con
TC362 cuya distancia es muy pequefia (0.01).

* Deteccién de mutaciones de etiqueta. Se refiere a ciertos errores que se producen
en la identificacion del nimero de accesién. En este estudio se observa que la
accesion TC352, identificada como chuin de Perd, realmente es ashipa o, la accesion
TC550, que es ashipa, fue identificada erroneamente como jicama de Ecuador.

* Agrupamientos que permiten diferenciar las accesiones por drea geografica. En
el dendrograma se observa que las chuines son endémicos de la Amazonia del
Pert, asi como las jicamas se encuentran exclusivamente en la provincia de Manabi
en el Ecuador.

* Supuestos sobre la distribucién natural de la especie o especies en estudio. En
este caso de acuerdo con el dendrograma se puede asumir que las chuines y las
jicamas, que presentan pequefas variaciones en su morfologia, son el resultado
de una dnica introduccién desde comunidades vecinas. Con las ashipas, en cambio,
es mas complicado hacer supuestos, ya que la dispersién de estas accesiones desde
su centro de origen pudo ocurrir por via fluvial como parece que sucedi6 en Brasil
pero, también, por la recoleccién e intercambio de los materiales entre bancos de
germoplasma y las comunidades indigenas.

* Establecimiento de relaciones y diferencias morfoldgicas entre grupos. Una vez
realizada la identificacion de los descriptores discriminatorios para diferenciar
grupos de accesiones, mediante el andlisis de frecuencias se pueden detectar las
caracteristicas mas relevantes que diferencian a cierto grupo de entradas. Los
resultados obtenidos indican que las jicamas y las ashipas presentan la pulpa de la
raiz de color blanco, excepto las ashipas del grupo 4, que al igual que las chuines,
presentan colores amarillos y blanco con morado. La forma de las semillas se present6
como un descriptor interesante para diferenciar entre las chuines (planas), jicamas
(redondeadas) y algunas ashipas (semiplanas).

Como se mencioné anteriormente, el andlisis discriminatorio canénico permite
representar espacialmente las accesiones y explicar mediante las variables canénicas
(CAN) el porcentaje de variabilidad en cada una de ellas. Ademads, proporciona
informacién sobre la distancia entre los grupos conformados por el agrupamiento de
Ward. En la Figura 3.2 se observa la representacion espacial de los grupos. Del andlisis
se desprende que la variable CAN-1 explica el 99% de la variabilidad total y separa las
chuines y jicamas de los demas grupos; mientras que la variable CAN-2, que explica el
1% de la variabilidad, separa los grupos ashipas de los otros dos. Se observa que las
mayores distancias ocurren entre los grupos de ashipas y chuines (4250 y 3877,
respectivamente). Por el contrario, los grupos mas relacionados evidentemente fueron
los dos ashipas con una distancia de 394.
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Distancia de Gower
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A = ashipa; C = chuin; ] = jicama;
Bo = Bolivia; P = Pert; H = Haiti; B = Brasil; E = Ecuador.

TC63-Abo
TC210-Abo
TC352-CP
TC118-AH
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TC530-AB
TC550-JE
TC536-AB

Grupo 1:
Ashipas

TC533A-ABo
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Jicama

Grupo 2:
Chuines

Figura 3.1. Dendrograma obtenido por el agrupamiento jerarquico de Ward de la coleccién de Pachyrhizus

tuberosus basado en distancias de Gower.
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Figura 3.2. Distribucién de los individuos en funcién de las variables canénicas CAN1y
CANZ2, procedentes del anilisis de resultados del coeficiente de Gower.

Identificacién de caracteres cualitativos y cuantitativos
discriminatorios entre grupos de accesiones

Caracteres cualitativos

La prueba deji-cuadrada (x?), la prueba de Cramer y el coeficiente de asociacion permiten
detectar las variables cualitativas que méas contribuyen para el establecimiento de
diferencias entre grupos genéticos. En el Cuadro 3.3 se observan varios descriptores que
discriminan para separar los cuatro grupos, sobresaliendo entre ellos la forma y el tipo
del 16bulo central de la hoja con los mas altos valores de y? y de asociacién. La forma de
la semilla también tiene una alta contribucién de acuerdo con la prueba de Cramer.

Cuadro 3.3. Caracteres cualitativos de mayor valor discriminatorio entre grupos de
accesiones de la coleccién de Pachyrhisus tuberosus.

Caracter Ji-cuadrada Coeficiente Cramer
de asociacion

o) P) V)
Forma del 16bulo del foliolo central de la hoja ~ 59.2** 1.38 0.80
Tipo de I6bulo en el foliolo central de la hoja 53.1%* 1.31 0.76
Color de la pulpa de la raiz 47 4 1.24 0.71
Forma de la semilla 43.3** 1.18 0.89
Celeridad de crecimiento del tallo principal 41.0%* 1.15 0.81

** P <0.01.
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Caracteres cuantitativos

Segtin Engels (1983) un carécter para el cual los grupos presenten valores marcadamente
distintos, tendra un valor discriminante o indice D_, =1, ya que las comparaciones
posibles seran todas significativas. En el Cuadro 3.4 se observan los cinco caracteres con
mayor valor discriminatorio. Tanto los descriptores de hoja y vaina como dias a la
floracién y madurez fisiolégica permitieron diferenciar los cuatro grupos, tal como se
comprueba con el valor promedio.

Cuadro 3.4. Promedio = DE de los valores de caracteres cuantitativos mas discriminatorio entre
grupos de accesiones de la coleccion de Phachyrhizus tuberosus.

Grupos Caracter

Dias a Ancho de L/A Dias Ancho vaina

floracion foliolo foliolo maduracién (cm)

Jiquimas 73.5+6.00 154 £1.41 0.77 £0.01 174.8 £15.99 1.66 £ 0.09
Ashipas 85.7 £ 6.31 11.6+1.33 0.87 £0.05 206.9 +9.88 1.90 £0.11
Ashipas  115.1+6.85 13.3+£0.62 0.98 £0.02 239.2+7.79 2.61+0.05
Chuines  180.1 £4.20 6.6 +0.43 1.81+0.04 287.0+5.77 2.06 £0.02
Valor ‘D’ 1 1 1 1 1

Los descriptores cualitativos y cuantitativos de mayor valor discriminatorio son
valiosos en posteriores caracterizaciones con el fin de potenciar el germoplasma de las
colecciones, mediante la utilizaciéon de variables con una verdadera contribucién para la
identificacion de lineas promisorias de uso inmediato en programas de fitomejoramiento.

Referencia

Engels, J. M. 1983. A systematic description of cacao clones. 1. The discriminative value
of quantitative characteristics. Euphytica 32:377-385.
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Caso 4. Analisis de divergencias interespecificas
con pasifioras andinas

Sergio Segura*
Introduccién

Las especies del género Passiflora (Passifloraceae) son lianas herbaceas, arbustos o arboles
pequetos. Las del subgénero Tacsonia son todas plantas perennes, lianas con zarcillos
que crecen principalmente sobre arbustos o drboles bajos en matorrales del subparamo;
algunas trepan en el dosel mas alto del bosque de altitud media (Escobar, 1988). Este
subgénero esta geograficamente distribuido en las montafias andinas de Venezuela y al
norte de Argentina, siendo un grupo relativamente bien estudiado dentro del género
Passiflora. La clasificacién actual de este género fue realizada por Escobar (1988) y Holm-
Nielsen et al. (1988) y en ella se reconocen 10 secciones basadas en las diferencias de las
caracteristicas de estipulas, hojas, bracteas y flor. Passiflora antioquensis Karsty P. bracteosa
Planch. y Lind. ex Tr. y Planch., que fueron consideradas fuera del subgénero Tacsonia en
las clasificaciones anteriores, se encuentran actualmente incluidas en este subgénero.
Passiflora manicata (Juss.) Pers. (subgénero Manicata) aparece relacionada con el subgénero
Tacsonia. Segun la mayor parte de los taxénomos, incluyendo a Killip (1938), Passiflora x
rosea (Karst.) Killip es una primera generacién hibrido entre P. tripartita var.
mollissima(Kunth) Holm-Nielsen y Jorgensen y P. pinnatistipula Cav. Entre las especies
fruticolas, P. tripartita var. mollissima, o curuba de Castilla, es la mds conocida. Esta especie
ha sido estrechamente relacionada con otras de la seccion Bracteogama, como por ejemplo
P. cumbalensis (Karst.) Harms, aunque tiene un fuerte parecido morfolégico con P. mixta L.
de la secciéon Tacsonia. Escobar (1988) explica esta fuerte similitud entre P. tripartita var.
mollissima y P. mixta por un origen evolutivo comtin, pero las clasifica en secciones
diferentes, no obstante, se supone que su clasificacion tiene una base filogenética. Passiflora
tarminiana Coppens y Barney (n.p.), conocida en Colombia como Curuba India, ha sido
descrito recientemente como una nueva especie (Coppens et al., n.p.).

Debido al interés existente por estas especies fruticolas y la necesidad de
proporcionar materiales mejorados a los productores se han realizado cruces entre P.
tripartita var. mollissima con otras especies de Passiflora, pero sin previo conocimiento
sobre la variabilidad intraespecifica y las afinidades entre especies (Schoéniger, 1986;
Escobar, 1985). Recientemente, instituciones de Venezuela, Colombia, Ecuador, Perti y
Bolivia iniciaron un proyecto en colaboracién con el IPGRI financiado con fondos del
Banco Interamericano de Desarrollo para recolectar, caracterizar y conservar las especies
de pasifloras andinas. Como parte de este proyecto regional se disefié por primera vez
un conjunto de descriptores morfolégicos para pasiflora que fueron compilados por el
Programa Nacional Colombiano de Recursos Genéticos como un primer paso en la
caracterizacion de especies de Passiflora (Lobo, 1997). Villacis et al. (1998) caracterizaron
40 individuos de cinco especies del subgénero Tacsonia y cinco accesiones de P. manicata
(subgénero Manicata) usando estos descriptores. El andlisis de los caracteres cualitativos
produjo resultados consistentes con la taxonomia publicada, pero no revel¢ la variacién

* Diversidad Genética de Frutales. Universidad Auténoma, Chapingo, Mexico
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intraespecifica. Los descriptores cuantitativos mostraron mas variacién, pero aquella
interespecifica no fue consistente con la taxonomia debido al peso excesivo de los
descriptores vegetativos. Posteriormente, la lista de descriptores fue revisada para incluir
caracteres florales.

En este caso se presenta la primera parte de un estudio de variabilidad en especies
del subgénero Tacsonia. El objetivo inicial fue probar la utilidad del conjunto de
descriptores que se presumian apropiados para estudiar las divergencias morfoldgicas
entre las secciones, especies y accesiones en este subgénero. En forma paralela se explican
los métodos de andlisis utilizados y las técnicas estadisticas asociadas. El anélisis tuvo
como objetivo principal la revisién de las divergencias entre especies cultivadas y las
silvestres relacionadas.

La metodologia utilizada con las pasifloras andinas es un ejemplo donde las
caracteristicas morfolégicas fueron depuradas antes de utilizar métodos factoriales y de
clasificacién automatica para sintetizar las relaciones entre variables y entre accesiones.
Con otros grupos de plantas se puede seguir este camino de manera total o parcial,
dependiendo del objetivo que se persiga.

Materiales y métodos

Material vegetal

El estudio morfolégico se hizo con 36 accesiones y especimenes del herbario de especies
del género Passiflora, enfocado en particular en 28 accesiones de 17 especies del subgénero
Tacsonia. La seleccion de especies y accesiones de cada una de las 10 secciones del
subgénero Tacsonia se hizo teniendo en cuenta su distribuciéon geografica incluyendo,
como minimo, un representante por especie y por secciéon. Las especies endémicas (por
ejemplo, P. bracteosa ) estaban representadas por una accesion y las especies con una
distribuciéon mas extendida (por ejemplo, P. tripartita var. mollissima) por una accesion
en cada regién. La informacién sobre las accesiones aparece en el Cuadro 4.1. Para las
especies de los subgéneros Tacsonia y Manicata se considero el tratamiento taxonémico
de Escobar (1988), pero P. mollissima fue considerada como una variedad botanica de P.
tripartita (Holm-Nielsen et al., 1988). Las especies de los otros subgéneros fueron
clasificadas segtn Killip (1938).

Observaciones

En las plantas se observaron 24 caracteres cuantitativos y 23 cualitativos que fueron
completados con especimenes de herbario (Cuadro 4.2). Los descriptores se basaron en
los utilizados por Villacis et al. (1998), pero ademas se agregaron los siguientes:
permanencia de las bracteas, largo y ancho del peciolo, numero de nectarios sobre el
peciolo, numero de inflorescencias por nudo, cubrimiento del hipantio por la bréctea,
longitud de flor, didmetro del hipantio, longitud de la corola y la posicién de estigma.
Estos caracteres fueron medidos en tres especimenes por accesion para calcular las me-
dias 0 modas, segtn el caso, y hacer los anélisis estadisticos subsecuentes.




S8

BOLETIN TECNICO IPGRI No. 8

Cuadro 4.1. Accesiones de Passiflora consideradas en el andlisis morfolégico de variabilidad en

este caso.
Sugénero Especie Origen Codigo Caracteristicas del Recolector
/Seccion sitio de recoleccion
LCongitud Lafitud  m.s..m.
Tacsonia
Poggendorfia P. pinnatistipula Boyaca, Col. PCO1  -73.2067  5.6866 2600 Segura y Lopez, 1997
Tungurahua, Ec. PE02  -78.3630  -1.2199 2870 Vega y Villacis, 1997
Passiflora x rosea Boyaca, Col OC01 -75.3838  5.6196 3095 Segura y Lopez, 1997
Colombiana P. antioquensis Antioquia, Col. QC01 -75.4310 6.6080 2100 Medina y Coppens, 1997
P. lanata Cundinamarca, Col. WC01 -74.3088  4.4423 2750 Segura y Lopez, 1997
P. crispolanata Boyaca, Col. CC01 -73.3842  5.6216 3100 Segura y Lopez, 1997
P. adulteriana Santander, Col. KC01 -73.0027  7.0922 2800 Segura y Lopez, 1997
P. tenerifensis Valle, Col. NCO01 -76.0650  3.7316 ~ 2900 Segura y Coppens,
Parritana P. parritae Caldas, Col. RC01 -75.1383  5.4250 2800 Escobar, 1980
Fimbriatistipula  P. fimbriatistipula  Cauca, Col. FC01  -76.2511  2.5378 3300 Escobar, 1980
Anomala P. bracteosa Santander, Col. BCO1  -73.0050  7.1219 2450 Segura y Lopez, 1997
Bracteogama P. tripartita var. Tachira, Ven. MVO01 -71.9147 81686 2500 Barney, 1998
mollissima
Boyaca, Col. MC02 -73.8183 5.6425 2590 Segura y Lopez, 1997
Valle, Col. MCO03 -76.1521  3.8456 2614 Segura y Coppens, 1997
Tungurahua, Ec. ME04 -78.3630 -1.2199 2870 Vega y Villacis, 1997
Huancavelica, Peri MP05  -74.6817  -12.4034 2920 Lopez et al., 1997
P. taminiana Boyaca, Col. 1C01 -73.8183  5.6425 2590 Segura y Lopez, 1997
Tungurahua, Ec. IE02  -78.3630  -1.2202 2500 Vega y Villacis, 1997
P. cumbalensis Boyaca, Col. UC01 -73.2853  5.6953 2780 Segura y Lopez, 1997
Cundinamarca, Col. UC02 -74.3088  4.4423 2630 Segura y Lopez, 1997
Tungurahua, Ec. UE03 -78.3630  -1.2199 2870 Vega y Villacis, 1997
Ampullacea P. ampullacea Chimborazo, Ec. LLEO1 -79.0116 -1.9205 2750 Vega y Villacis, 1997
Trifoliata P. trifoliata Junin, Perd TPO1  -77.9216  -9.3695a 3570 Stein, 1980
Boliviana P. gracilens Cuzco, Pert GP01  -71.5033  -13.2500 2920 Escobar, 1979
Tacsonia P. mixta Boyaca, Col. XC01  -72.6994  6.9142 3050 Segura y Lopez, 1997
Tolima, Col. XC02 -75.5386 4.4685 2950 Segura y Lopez, 1997
Valle, col. XC03 -76.1521  3.8456 2614 Segura y Coppens, 19--
Tungurahua, Ec. XE04  -78.3630  -1.2199 2870 Vega y Villacis, 1997
Manicata
Manicata P. manicata Santander, Col. ACO01 -72.6627  7.1586 2130 Segura y Lopez, 1997
Boyaca, Col. AC02 -735345 5.6031 2150 Segura y Lopez, 1997
Valle, Col. AC03 -76.0751  3.7167 2050 Segura y Coppens, 1997
P. cf. manicata Valle, Col. ZC01  -75.7333  4.0832 2470 Segura y Coppens, 1997
Passiflora
Incarnatae Valle, Col. EC01 -76.1333  4.3833  _ Segura, 1997
Tiliaefoliae Quindio, Col. LCO1  -75.6677  4.5333  _ Barney y 16pez, 1996
Decaloba
Decaloba Valle, Col. SC01  -76.1501  3.8506 2530 Segura, 1997
Psilanthus Valle, Col. YCO01 -76.1563  3.8419 2720 Segura y Coppens, 1997

La taxonomia para el subgénero Tacsonia es la propuesta por Escobar (1988. Para los subgéneros Pasifflora,

Decaloba y Manicata, segtin Killip (1938) y MacDougal (1994). Para P. tripartita y P. mollissima de acuerdo con

Holm-Nielsen et al. (1988). Para P. tarminiana de acuerdo con Coppens y Barley (2001).
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Cuadro 4.2. Descriptores morfolégicos utilizados en el estudio de la variabilidad de las especies del
subgénero Tacsonia. La medicién de los caracteres se hizo de acuerdo con Villacis et al.

(1998).
Organo Caracteres cualitativos Codigo  Caracteres cuantitativos Codigo
Tallo Forma externa SES Distancia entre nudos SIL
Prescencia de antocianina SPA Didmetro SDL
Pubescencia SPU
Zarcillo Forma del espiral TSS Dist. desde la base al espiral TLS
Prescencia de antocianina TAP Longitud del espiral TSL
Didmetro del espiral TSD
Estipulas ~ Presencia y permanencia SPP Longitud SLE
Forma SSH Ancho SWI
Prescencia de antocianina SPA
Peciolo Longitud PLE
Diametro PDI
Hoja Tipo LTY No. de glandulas del margen LNG
Margen foliar LFM Longitud del 16bulo central LLL
Forma del apice LAS Ancho LWI
Relacién ancho-largo LRW Distancia invaginacion e insercion del peciolo LLP
Presencia de pubescencia LPP Angulo formado por dos I6bulos laterales LAL
Posicién de los nectarios LNP Ntimero de nectarios en el peciolo LNN
Pedtinculo No. de inflorescencias por nudo DIN
Longitud DEL
Diametro DDI
Brécteas  Tipo BTY Longitud BLE
Permanencia BPE Ancho BWI
Forma BSH Cobertura del hipanto BCH
Color BCO
Flor Orientacién FOR Longitud FLE
Tipo de corona FCT Longitud del hipantio FHL
Forma de corola FCS Didmetro del hipantio FHD
Color de pétalos FPC Longitud de la corola FCL
Color de sépalos FSF Posicién de los estigmas FSP
Posicién de la pubescencia ~ FPP
Forma de los sépalos FSS
Forma de los pétalos SPS

Anailisis estadistico

Inicialmente se hizo una seleccion de caracteres y a continuacién, se realizé una
descomposicion de la variacién en ambos conjuntos de caracteres para comparar aquella
inter e intraespecifica y la del error. Los caracteres con una alta variacion del error no
fueron incluidos en el paso siguiente de analisis factorial.

El Analisis en Componentes Principales (ACP) se realizé con los descriptores
cuantitativos seleccionados. Como este método calcula nuevas variables sintéticas o
vectores que se combinan como variables de partida y maximizan la variacion entre
individuos, sélo se incluyeron los materiales de especies de los subgéneros Tacsonia y
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Manicata como individuos activos y los subgéneros Passiflora, Decaloba y Psilanthus
aparecen como suplementarios. Este artificio permite representar en los planos factoriales
los individuos que por sus grandes diferencias distorsionarian la imagen global de
accesiones de interés, apareciendo sélo proyectadas sin entrar en los célculos de los
componentes.

Se generaron correlaciones de los producto-momentos entre las accesiones para las
variables seleccionadas con los datos regularizados. Igualmente se calcularon las partes
de la variacion total explicada por las nuevas variables (los componentes principales) y
se trazaron las proyecciones de las accesiones en los primeros dos componentes del ACP.
Para el conjunto de descriptores cualitativos seleccionados se utilizé un tratamiento
similar con un Analisis Factorial de Correspondencias (AFC). Las 31 accesiones de las
secciones de los subgéneros Tacsonia y Manicata fueron analizadas como individuos activos
y las accesiones restantes aparecen como los individuos suplementarios. En el caso del
AFC se aplicaron las mismas reglas de interpretacioén que para el ACP.

Se estim¢ la correlacién entre los descriptores cuantitativos y cualitativos y se hizo
su representacion sobre un grafico a partir de una matriz de distancias euclidianas
generada, respectivamente, de las coordenadas factoriales de ACP y AFC.

Anailisis de clasificacién
En un segundo paso, los caracteres continuos fueron parametrizados nuevamente en
cinco clases, excepto el nimero de inflorescencias por nudo (PIN) que s6lo ocurre en dos
estados. Con los datos de los 36 individuos se realiz6 el Analisis de Clasificacion (AC) y
se calcularon el coeficiente de disimilitud de Sokal y Michener. Las divergencias entre
accesiones se representaron en un dendrograma de arbol no-jerarquico utilizando el
sistema de agregacion del ‘vecino més préximo” (Perrier y Jacquemound-Collet, 1999).
Es importante sefalar que el coeficiente de Sokal y Michener utilizado otorga un
peso similar a las concordancias y diferencias de modalidades entre individuos; por otra
parte, el método de agregacion del ‘vecino mas préximo’ guarda los mismos principios
que la clasificacién jerarquica. Este tltimo estd muy difundido en estudios de clasificacion,
aunque difiere en dos puntos; primero, considera méds importante definir dos elementos
como préximos en la medida que difieren netamente de todos los demads, y segundo,
realiza un ajuste de la disimilitud inicial a una distancia aditiva representada como un
arbol y permite una representacion mads real de las divergencias. Este tipo de
representacion no es frecuente en la literatura genética, ya que muy pocos programas
automatizados de analisis lo han incorporado, aunque es muy ttil cuando es dificil de
suponer un ancestro comun de las accesiones en estudio, o no es de interés.

Resultados

El anélisis de la variacion permiti6 identificar los caracteres que presentan errores reducidos
y considerar nueve cuantitativos para ACP y 12 cualitativos para AFC. Elresto de caracteres
entrd al andlisis como variables suplementarias. Para estimar las relaciones entre las accesiones
y entre caracteres de los 32 individuos de los subgéneros Tacsonia y Manicata se utilizé un
total de 21 de los 47 caracteres originales (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3. Descomposicion de la variabilidad de los caracteres medidos en
los subgéneros Tacsonia y Manicata que presentaron un alto valor
de la relacién genética/total y que fueron utilizados para los
analisis factoriales.

Caracter? Varianza
Genética Error Total Genética/total

PLE 256.94 339.25 339.25 0.76
LWI 130.02 226.10 226.19 0.57
LLP 1476.20 2527.75 2527.75 0.58
LAL 461.90 887.37 887.37 0.52
DIN 0.05 0.08 0.08 0.65
BLE 477.33 613.57 613.57 0.78
FLE 664.96 1059.26 1059.26 0.63
FHL 562.59 895.46 895.46 0.63
FSP 105.58 135.87 135.87 0.78
TAP 1.12 0.82 1.94 0.58
SSH 1.04 0.54 1.58 0.66
SPA 1.05 0.64 1.69 0.62
LAS 2.88 2.39 5.27 0.55
LPP 1.83 1.17 3.00 0.61
LNP 1.40 0.85 2.25 0.62
BPE 0.52 0.43 0.95 0.55
BSH 1.57 0.74 2.31 0.68
BCO 1.39 1.07 2.46 0.57
FOR 0.75 0.52 1.27 0.59
FSF 3.23 0.95 4.18 0.77
FPP 1.90 0.84 2.74 0.69

a. En total fueron analizados 47 caracteres (Cuadro 4.1).

Las varianzas y las contribuciones de las variables activas en los primeros
componentes del ACP, que comprenden al 68% de la variacién total, aparecen en el Cuadro
4.4. Los individuos activos y suplementarios se representan en el primer plano factorial
en la Figura 4.1a y las relaciones entre los caracteres principales y suplementarios en la
Figura 4.1b. El primer componente (31% de variacién) esta correlacionado positivamente
con la longitud del peciolo y con la posicion de los estigmas, y negativamente con el
ancho de la hoja y la distancia de la invaginacién de ésta a la insercién del peciolo.

Las especies de los subgéneros Tacsonia y Manicata se distinguen de aquellas en los
subgéneros Passiflora, Decaloba y Psilanthus porque la mayoria en estas tltimas muestran

Cuadro 4.4. Varianza y cargas factoriales de los caracteres que mas contribuyen en los tres primeros
componentes principales en el andlisis ACP en una coleccién de Passiflora.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Varianza (%) 31 21 16
Varianza acumulada 31 52 68
Cargas factoriales® LLP -0.47 LAL 0.36 BLE -0.63
LWI -0.42 FLE -0.64 DIN -0.43
PLE 0.37 FHL -0.61 - -
FSp 0.38 - - - -

a. Elsignificado de las cargas aparece en el Cuadro 4.2.
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Figura 4.1a. Proyeccién de las accesiones de los subgéneros Tacsonia, Manicata, Passiflora,

Psilanthus y Decaloba en los primeros dos componentes principales. Etiquetas
segun Cuadro 4.1.
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Figura 4.1b. Variables activas (subrayadas) y suplementarias proyectadas en los dos primeros
componentes principales. Los datos corresponden al analisis de 32 accesiones de
los subgéneros Tacsonia' y Manicata. Las etiquetas corresponden al Cuadro 4.2.
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hojas unilobular; por esta misma razén, P. lanata aparece cerca de este tltimo grupo.
Entre las especies del subgénero Tacsonia, las accesiones de P. tripartita var. mollissima
de Colombia y Ecuador presentan peciolos y estigmas mads largos. Entre las accesiones
con estas caracteristicas, P. mixta también presenta variacién. Las accesiones de Boyaca
y Valle, Colombia, tienen hojas mas estrechas y una distancia mas corta de la invaginacion
de la hoja a la insercién del peciolo. El segundo componente (21% de variacién del total)
refleja que los estigmas sobresalen mas en P. pinnatistipula que en otras especies de
subgénero Tacsonia. Passiflora tripartita var. mollissima, P. tenerifensis, P. fimbriatistipula y
la accesién de P. mixta de Colombia central son similares, con flores e hipantios largos;
mientras P. tarminiana, P. cumbalensis, y especialmente el grupo de P. manicata y P. gracilens
se encuentran en el lado contrario del segundo componente. El tercer componente, que
representa el 16% de las variabilidad total, muestra coeficientes altos asociados con valores
igualmente altos para la longitud de las brécteas y el niimero de flores por nudo en las
accesiones de P. manicata, P. trinervia 'y P. tenerifensis. Al extremo opuesto del componente
aparecen P. adulterina, P. crispolanata, P. cumbalensis (de Cundinamarca, Colombia), P.
tripartita var. mollissima y P. trifoliata que tienen s6lo una flor por nudo y poseen bracteas
menos marcadas.

En el Cuadro 4.5 se incluyen los coeficientes de los caracteres en los primeros cuatro
factores del AFC (71% de variacién total) y en las Figuras 4.2a y 4.2b se representan las
posiciones de los individuos en los primeros dos factores. El primer factor se caracteriza
por coeficientes altos para la forma de las estipulas, la presencia de antocianina en ellas,
el dpice de las hojas y la orientacion de las flores, que son los caracteres que mas diferencian
P. tenerifensis, P. fimbriatistipula y P. lanata de P. mixta y P. tripartita var. mollissima. En el
grupo de P. mixta se observ una variaciéon marcada en la orientacién de flores; por €j., la
accesion de Ecuador no tenia las flores erectas como las demds. El segundo factor esta
relacionado con caracteristicas de la flor como el color de la faz adaxial de los pétalos y
la presencia de pubescencia. Las accesiones de P. tripartita var. mollissima y P. mixta se
presentaron como un grupo variable, debido principalmente a las diferencias en la
pubescencia de flores, pero estos grupos se distinguieron de P. tarminiana, P. cumbalensis,
P. gracilens y P. trifoliata por el color de la flor. Passiflora x rosea es menos pubescente que
P. pinnatistipula. En este factor también se agrupan P. trifoliata y P. gracilens debido a la
abundante pubescencia en las hojas y flores. El tercer factor, que no se incluye, se relaciona
principalmente con la forma y color de brécteas y la posicién de los nectarios en el peciolo.
Passiflora bracteosa se coloca fuera del grupo de las Tacsonia clasicas y por su caracteristica
de bracteas libres igual que P. fimbriatistipula se aproxima a la accesién de P. mixta de
Tolima (Colombia). Las accesiones de P. manicata, P. cf. manicata, P. tenerifensis y P. mixta

Cuadro 4.5. Caracteres que mas contribuyen en los cuatro primeros componentes principales en el
analisis AFC en una coleccién de Passiflora.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4
Varianza (%) 27 19 14 11
Varianza acumulada 27 46 60 71
Cargas factoriales® SSH 0.6 LPP 0.33 BSH 0.56 TAP 0.26
SPA -0.28 ESP -0.37 LNP -0.32 BPE  -0.22
LAS -0.52 FPP 0.71 BCO -0.31 - -
FOR -0.23 - - - - - -

a. Elsignificado de las cargas aparece en el Cuadro 4.2.
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Passiflora 'y Decaloba sobre los dos primeros factores del AFC. Etiquetas
de acuerdo con los datos en el Cuadro 4.1.
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Figura 4.2b. Variables activas (subrayadas) y suplementarias proyectadas en el primer plano
factorial del AFC. Los datos corresponden a 32 accesiones de los subgéneros
Tacsonia y Manicata. Se observan las diferencias en la forma de las bracteas (BSH)
y de las estipulas (SSH). Las etiquetas corresponden a los datos en el Cuadro 4.2.
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Figura 4.3. Correlacién entre las matrices de distancias euclideanas calculadas a partir
de las coordenadas factoriales del Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC)
y del Anilisis de Componentes Principales (ACP).

del Ecuador se localizan de manera dispersa. Finalmente, el cuarto factor, que al igual
que el anterior no se incluye, separa las accesiones de P. tarminiana, la mayoria de las
accesiones de P. manicata, P. cf manicata'y P. antioquensis de las accesiones de P. cumbalensis
gracias a las bracteas de tipo caducas presentes en las tltimas. Killip (1938) utiliz6 este
caracter para incluir a P. manicata 'y P. antioquensis en el mismo subgénero Granadillastrum
debido a las caracteristicas de sus bracteas libres.

La matriz de correlacién de distancias euclideanas del ACP y AFC (Figura 4.3)
muestra la correspondencia estrecha que existe entre los conjuntos de datos. En una
etapa siguiente fueron reparametrizadas las mediciones cuantitativas y se analizaron
como cualitativas con el objeto de hacer una clasificacion usando todos los parametros.

Anadlisis de clasificacién

El anélisis de clasificacion de las 36 accesiones con un total de 47 caracteres (incluyendo
los 24 cuantitativos reparametrizados) revel6 que el subgénero Tacsonia presenta marcadas
diferencias en los niveles de divergencias morfologicas entre las especies y secciones
(Cuadro 4.6 y Figura 4.4). Estos resultados coinciden con los obtenidos en el ACP y en el
AFC y muestran que: (1) Passiflora tripartita var. mollissima y P. mixta presentaron una
marcada proximidad; (2) un individuo de P. mixta de Ecuador se inserté entre los
aglomerados de estas dos especies; (3) las accesiones de P. cumbalensis y P. tarminiana
aparecen como dos grupos vecinos; (4) las cuatro especies forman un grupo compacto
dentro del subgénero Tacsonia; y (5) los tres individuos de P. manicata forman un grupo
separado, pero cercano, que incluye las accesiones de P. cf. manicata. Esto era de esperar
ya que las hojas de P. manicata son trilobuladas con estipulas reniformes y las bracteas
son ligeramente coalescentes a pesar de que el hipantio es mas corto que en la mayoria
de las especies de Tacsonia. Asi, el subgénero Manicata se asemeja mas a Tacsonia que a
los dos otros subgéneros. Las similitudes de la flor de P. manicata y P. pinnatistipula se
reflejan por su proximidad, siendo ligeramente mas cercanas al grupo de especies de




BOLETIN TECNICO IPGRI No. 8

66

6L°0
1.0
SLO
69°0

P

8L°0
1o
SLO
690
LSO
LSO

ugu

Lo
0L’o
L0
890
90
w0
Sall

wi

SLO
Sv'0
o
£v'o
¥9°0
¥9'0
£9°0

vI3

6L°0
1o
SLO
690
650
19°0
90
$9°0

m

SL'O
90
10
090
¥9°0
£9°0
£9°0
SS0
9°0

dure

8L°0
1.0
SLO
S¥'0
90
£€9°0
£9°0
9°0
$9°0
£€9°0
0

wnd

18°0
€L°0
8L°0
1.0
L9°0
09°0
£9°0
L9°0
L9°0
990
90
€570

“ds

080
€L0
LLO
Lo
L9°0
€90
6¥'0
99'0
L9°0
99'0
090
99°0
8€°0

n

80
9L'0
6L°0
YL'0
€L°0
€L°0
Lo
0L'o
€L0
690
€L0
SLO
SLO

vIq

190
1o
860
690
89°0
L9°0
99'0
¥9'0
89°0
¥9°0
L90
(VY]
690

1L0

iy

8L°0
o
SLO
10
690
690
89°0
99'0
690
$9°0
690
10
10
960
L9°0

Jed

9°0
690
190
L9°0
99°0
99°0
$9°0
£9°0
99°0
90
990
89°0
89°0
0L’0
£5°0
99°0

ud)

6L°0
€L'0
9L°0
1.0
0L0
0L0
69°0
L9°0
0L0
99°0
0L0
o
69°0
0L0
89°0
L9°0
L9°0

npe

€L'0
L9°0
0L0
$9°0
90
90
£9°0
190
9°0
09°0
90
99°0
99°0
9°0
w90
190
190
6v°0

1o

€50
SLO
LSO
€L0
Lo
Lo
IL°0
890
o
890
1o
¥L'0
L0
SLO
S0
o
LSO
o
99°0

ue|

o
$9°0
690
£9°0
w0
w0
19°0
650
w0
860
w0
¥9°0
¥9'0
L9°0
19°0
£9°0
09°0
¥9'0
860
$9°0

ue

SLO
89°0
o
99°0
$9°0
79°0
£9°0
19°0
$9°0
190
¥9'0
0L’o
990
69°0
¥9'0
99'0
$9°0
99'0
090
89°0
€50

oI X

€L°0
L9°0
0L’0
$9°0
£9°0
£9°0
90
090
£€9°0
650
£€9°0
990
$9°0
89°0
£9°0
90
190
$9°0
650
L9°0
w0
€50
9¢°0

urd

DIAUGULL "
vijofiuyp g
vipns1y 4

synpa g
DIOIUDUL “JD
IOUDUL
iU
pUDIIODLT
vwijofiu
paovndun
SISUIDUIND
Jerpuy eqninD, “ds
igandiy
Ds§021oDAq
pndysuvriquif
avjnd
SISUf142U]
puL2)Npy
IpU]OdsLO
U]
sisuanboiup

BISOI X

AAl Al A Al Al Al Al Al Al A Al Al AL Al Al Al X

pindysuvuuid g

*sed130[0)10w sepipaw sey ap anaed e (jeuoderp) saradss sapedourid se ap seaoyadss exyul 3 (jeuogelp e ofeq) v.Loffissng Ip s9103dsd 1)U YILIYS A [0S P SBIPIW SBDUR)SI] 9’ 0Ipen))




Analisis Estadistico de Datos de Caracterizacion Morfolégica de Recursos Fitogenéticos

KCOo1
BCOL 0 rco1 e tro1 ECOL e 5o
S e

tccol | oGpol S
e H ,. .

QCo1, N
LLEOle,

MC03 o

Lcol  ACD2

Figura 4.4. Representacién radial de 35 accesiones de Passiflora obtenidas del andlisis
de clasificacion (Neighbor-joining). Las accesiones estan identificadas segtin el Cuadro 4.1.

Tacsonia comunes. Passiflora pinnatistipula es una especie de Tacsonia pero sus
caracteristicas particulares de corona y de estipulas la distinguen de aquellas mas tipicas
como P. tripartita var. mollissima.

El grupo conformado por las accesiones restantes se divide en los grupos subalternos
siguientes:

1. Passiflora ampullacea se localiza cerca a las especies comunes de Tacsonia, debido a la
similitud de la hoja y las caracteristicas de la bractea.

2. Passiflora bracteosa y P. parritae se agrupan con P. antioquensis gracias a la longitud de
pedinculo y forma de brécteas y hojas.

3. Lasaccesiones de P. adulterina'y P. crispolanata forman una rama tinica, lo que confirma
su proximidad taxondmica.

4. Las accesiones de P. trifoliata, P. gracilens, P. edulis y P. alnifolia se encuentran en la
proximidad del tercer grupo segun las caracteristicas de la flor. Passiflora edulis y P.
alnifolia no estan clasificadas en el subgénero Tacsonia

5. Apesar de que varias caracteristicas cualitativas, como la forma de hojas, relacionan
en un grupo las especies P. tenerifensis, P. fimbriatistipula y P. lanata con P. ligularis y P.
trinervia, el parecido que resulta es discutible si se tiene en cuenta la afinidad
filogenética, ya que las tres primeras poseen flores y frutos que son caracteristicas de
Tacsonia. Esto indica que los descriptores propuestos no son aplicables para P. ligularis
y P. trinervia. Una situacién similar se presenta con P. gracilens y P. trifoliata que se
sitdan junto con las especies de los subgéneros Passiflora y Decaloba. Ambos casos
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confirman la aplicabilidad de los descriptores para estudiar la variabilidad en las
especies de los subgénero Tucsonia y Manicata, pero muestran que son menos confiables
en otros subgéneros de Passiflora.

Discusion

En este estudio se enfatizan las divergencias morfolégicas de especies representativas
de los subgéneros Tucsonia y Manicata y las relaciona con otras especies de los subgéneros
Passiflora, Decaloba y Psilanthus. Las caracteristicas morfolégicas seleccionadas resultaron
ttiles para describir la variabilidad dentro y entre especies de los dos primeros
subgéneros, pero se mostraron menos ttiles para distinguir los cinco subgéneros de
Passiflora. Para describir especies del género Passiflora se han utilizado varios criterios
morfolégicos, por ejemplo, Killip (1938) desarrollé una terminologia que fue mejorada
por Tillet (1988) y que sirvié como base para un articulo en el cual Jorgensen et al. (1984)
publicaron un listado de las caracteristicas minimas necesarias que se deben tomar en
cuenta cuando se realizan recolecciones de germoplasma de este género, pero no
incluyeron las caracteristicas de la hoja. La mayoria de caracteres recomendados por
estos autores se refieren a las brécteas y las flores.

En este caso, donde se usaron 21caracteristicas derivadas de un total de 47, aparece
que los 12 rasgos propuestos por Jorgensen et al. (1984) son necesarios, pero no suficientes,
para la caracterizacién intraespecifica de especies del subgénero Tacsonia.

El ACP en este caso se hizo con las medidas cuantitativas y se encontré que los
coeficientes mas altos estuvieron relacionados con las caracteristicas de las hojas y las
dimensiones de la flor, la distancia del peciolo a la invaginacién de los 16bulos, la posicion
de los estigmas y la longitud de las flores. Del esquema observado en la Figura 4.1a (el
circulo de la correlacién de caracteres cuantitativos) esta claro que las caracteristicas de
la hoja presentan correlaciones entre ellas. Una relacién similar se observa entre los
rasgos de la flor, indicando que es posible una reduccién de las dimensiones. Cuando
las caracteristicas cualitativas fueron analizadas y representadas en el primer plano
factorial del AFC fue evidente una tendencia de relacion de las variables por 6rganos.
Caracteres como la pubescencia en las hojas y flores parecen relacionados, pero la mayoria
de las observaciones en estas partes de la planta tienden a agruparse.

Los resultados de los analisis multivariados en este estudio sefialan una estrecha
relacion entre P. tripartita var. mollissima, P. mixta, P. cumbalensis y P. tarminiana,
constituyendo un subconjunto dentro de Tacsonias; no obstante, otros tipos de descriptores
como los bioquimicos y moleculares podrian indicar la existencia o ausencia de un flujo
de genes entre ellas. En términos de conservacioén, las accesiones de P. tripartita var.
mollissima de Colombia y Perti son bastante similares y la accesion de P. mixta de Ecuador
es una excepcion en virtud de las caracteristicas de las hojas y la flor. Un primer estudio
morfoldgico de especies del subgénero Tacsonia (Villacis et al., 1998) también revel6 las
afinidades entre P. mixta, P. tripartita var. mollissima, P. tarminiana 'y P. cumbalensis. Este
autor sugiere que el color de la corola no es un caracter distintivo para este taxén. El
énfasis en el color rojo probablemente ha sido una causa de algunos errores de
identificacién de P. mixta en el pasado. Escobar (1980) comparé poblaciones de esta
especie de Venezuela, Colombia y Ecuador con P. cumbalensis var. goudotiana y P.
cumbalensis var. cumbalensis utilizando la forma de la bractea, la pubescencia de la flor y
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el tamano de la hoja. Es interesante notar que las colecciones de P. mixta con flores
glabras incluidas en el presente estudio también provienen del sur de Colombia y el
norte de Ecuador, zonas donde existe un mayor contacto con P. cumbalensis, que es glabra.
Las bracteas de estos especimenes también se asemejan més a las de P. cumbalensis que a
las de los individuos pubescentes de P. mixta. El tamafo de la hoja varia a través del
rango de distribucién de P. mixta y en las areas de contacto con P. cumbalensis, que tiene
hojas pequenas, se encuentran individuos glabros y pubescentes. Finalmente, Escobar
(1980) concluye que una parte de la variaciéon encontrada en P. mixta también puede ser
explicada por la hibridacién e introgresién con P. cumbalensis y otras especies menos
abundantes, igualmente, parte de la variabilidad puede ser explicada por el aislamiento
geografico de poblaciones pequenas y por la erosién genética.

Los resultados de la morfologia de las especies en este estudio contrastan con la
situacién taxonémica actualmente aceptada de P. manicata y propuesta por Escobar (1988),
en la cual esta especie se coloca fuera de subgénero Tacsonia. Asi, P. manicata se agrupa
con las especies del subgénero Tacsonia, con una similitud préxima hacia P. pinnatistipula.
Passiflora tripartita var mollissima es simpdtrica con P. pinnatistipula en el nororiente
colombiano, donde fue recolectado Passiflora x rosea, su hibrido putativo. Este hibrido
tiene una flor mas pequena que P. tripartita var. mollissima, estipulas y hojas mas grandes
que P. pinnatistipula, pero en el dendrograma Passiflora x rosea se agrupa con las accesiones
de P. pinnatistipula debido a su marcada similitud morfolégica global.

Se encontré una estrecha relacién entre P. antioquensis (seccion Colombiana), P.
parritae (seccion Parritana) y P. bracteosa (seccion Anémala), pero P. tenerifensis aparece
como no relacionada con P. antioquensis, aunque son clasificadas en la misma serie
Leptomischae de la seccién Colombiana. De las especies de esta seccion, sélo P. crispolanata
y P. adulterina muestran una afinidad préxima. En los resultados del presente estudio, P.
lanata, P. tenerifensis y P. fimbriatistipula (secciéon Fimbriatistipula) parecen relacionadas
por las similitudes de las caracteristicas de las flores, hojas, bracteas y estipulas, pero en
la taxonomia actual la dltima especie se excluye de la seccién Colombiana. La similitud
de las distribuciones geograficas entre P. antioquensis y P. parritae, y entre P. tenerifensis y
P. fimbriatistipula es paralela con algunas proximidades morfoldgicas. En consecuencia,
la divisién actual de seccién Colombiana en las series Leptomischae y Colombianae, y la
estructura de las secciones Colombiana, Fimbriatistipula, Parritana, Boliviana y Trifoliata,
propuesta por Escobar (1988), no es concordante con este estudio morfolégico. La
inclusién de més accesiones por especies y el uso de herramientas moleculares podria
clarificar, aun mas, la situacién actual. Seria, también, interesante enfatizar en las
afinidades entre P. mixta, P. cumbalensis, P. tarminiana y P. tripartita en Ecuador y Pert.

En las especies de los subgéneros Passiflora (P. ligularis y P. edulis f. flavicarpa) se
observé una marcada heterogeneidad debida, principalmente, a las diferencial foliares.
Passiflora edulis £. flavicarpa se agrup6 con P. alnifolia (subgénero Decaloba) y P. ligularis
con P. trinervia (subgénero Psilanthus). Estos resultados indican que los descriptores
seleccionados para el estudio de la variacion entre especies del subgénero Tacsonia no
son adecuados para describir las divergencias entre especies de los otros subgéneros.
Esto no es sorprendente ya que caracteres como los ‘palli’, los ‘radii’ y otras formas de la
hoja ausentes en las especies de subgénero Tacsonia no fueron incluidos en la lista de
descriptores de las especies de este subgénero.
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Conclusiones

El estudio de la variacién morfoldgica entre las especies del subgénero Tacsonia es posible
con la lista de descriptores usada en el presente estudio, pero también esta claro que es
necesario aumentarlos para describir mejor la variacién a nivel intra-accesiones. Treinta,
de las 36 accesiones en el estudio, fueron también analizadas por las técnicas de AFLP
(Segura et al., 2001) y se confirmaron las similitudes entre P. tripartita var. mollissima, P.
mixta, P. tarminiana y P. cumbalensis. La separacion de este grupo de especies de otras
secciones también fue evidente. Con el uso de estos marcadores moleculares, la posicion
de especies de otros subgéneros, inclusive Manicata, parece estar mas de acuerdo con la
taxonomia actual.

Los equipos de trabajo en recursos genéticos deben estudiar las posibilidades del
uso de un listado mas resumido de descriptores morfolégicos en las colecciones de
Passiflora de los paises andinos. En este trabajo, de un listado de 47 descriptores fueron
seleccionados nueve cuantitativos y 12 cualitativos para la caracterizacién de especies
del género Passiflora, ya que estos producian una mejor descripcién de la variaciéon entre
especies de los subgéneros Tucsonia y Manicata. Las caracteristicas de flor y de hoja fueron
las mas descriptivas, mientras que las de las bracteas y las estipulas proporcionaron
informacién convergente con la taxonomia actual.

El analisis resaltd la estrecha similitud entre las especies mds comunes de los
subgéneros P. mixta y P. tripartita var. mollissima. Passiflora cumbalensis y el cultivar
recientemente descrito como especie P. tarminiana aparecen estrechamente relacionados
con las especies comunes. En contraste, especies de las secciones Colombiana, Parritana,
Fimbriatistipula, Anémala y Poggendorffia aparecen claramente separadas de las especies
comunes. Passiflora manicata y P. pinnatistipula formaron grupos intermedios entre el
grupo comuin y las cinco secciones antes mencionadas. Como era de esperar, Passiflora x
rosea aparece relacionada con P. pinnatistipula .

El andlisis basado en los datos morfologicos tiene una aplicacién inmediata. Los
rasgos morfolégicos, a veces, son susceptibles de modificaciones debidas al ambiente,
pero este hecho no elimina la posibilidad de detectar descriptores morfolégicos estables
que puedan ser utilizados para medir la divergencia entre especies. En los paises andinos
las herramientas moleculares no estdn todavia extensamente disponibles para
investigadores que trabajan con recursos genéticos de Passiflora, por tanto, es posible el
uso de caracteres morfoldgicos para caracterizar y clasificar las accesiones en grupos
similares con el fin de planificar el trabajo de mejoramiento y obtener informacién bésica
para trazar estrategias de conservacion in situ y ex situ. No obstante, se recomienda
realizar estudios de biologia floral para clarificar el complejo de especies alrededor de P.
tripartita var. mollissima y las divergencias entre especies del subgénero Tacsonia, usando
marcadores moleculares como complemento a la descripciéon morfolégica.
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Conceptos y Mediciones Utlles para la
Caracterizacion de Germoplasma

A continuacion se presentan algunos conceptos y mediciones generales relacionados
con la tematica de los estudios de caso presentados en este boletin. Con ellos se quiere
recopilar las experiencias adquiridas a través de los trabajos con diferentes colecciones
de germoplasma de especies cultivadas y ofrecer una visién adicional de la practica de
la caracterizacion en la cual existen tantas variantes como especies cultivadas. El enfoque
gira alrededor de los objetivos que se buscan en la caracterizacién de los recursos
genéticos, en un intento por proporcionar criterios adicionales a los mejoradores,
curadores y responsables de las colecciones en los bancos de germoplasma.

Analisis estadistico de datos de caracterizacion morfolégica
J. L. Chdvez*

Uno de los aspectos esenciales en los trabajos de caracterizaciéon de especies es la
descripcién de una serie de colecciones desde el punto de vista de sus atributos
morfologicos. Para medir la variabilidad genética o generar algunos estimadores de ella
se deben conocer el origen geografico de la coleccién y las fuentes de diversidad. Con la
caracterizacion morfolégica se espera conocer el nivel de variabilidad de la coleccién, la
estructura genética de cada una de las poblaciones (accesiones) y las herramientas
metodolégicas mas adecuadas, ademas, los andlisis estadisticos y estimadores mas
adecuados que responden mejor al objetivo de la caracterizacion.

Medicién de la variabilidad genética

Para medir la variabilidad genética de una coleccién se utilizan, basicamente, las
evaluaciones morfoagronémicas, la caracterizacién mediante marcadores basados en
proteinas o isoenzimas y fragmentos de ADN y en el ndmero o la riqueza de cultivares
(variedades locales, mejoradas e introducidas) en un sitio.

Medicién de la variabilidad mediante evaluaciones morfoagronémica. Para la
caracterizacion y la evaluacién morfoagronémica es necesario sembrar el material
genético y evaluarlo en lotes experimentales o en campos de agricultores. En esta
etapa, ademas, se hace una valoracién agronémica del potencial productivo y se
evaldan la tolerancia a plagas y enfermedades y a estrés bajo condiciones abiéticas, en
un disefio experimental con testigos de referencia (variedades comerciales o cultivares
de uso comtin en la regién).

Cuando la variabilidad de una coleccion se cuantifica en términos genéticos, las
caracterizaciones y evaluaciones se deben hacer en varias localidades y a través de
estaciones de crecimiento. Una vez que se retine la informacién se procede a su andlisis
estadistico mediante los métodos multivariados de descripcién, ordenacién o clasificacion

* Especialista en conservacion de recursos fitogenéticos in situ. IPGRI-CODESU, Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados (IPN), México.
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adecuados. Sin embargo, los andlisis de varianza clasicos son los de mayor utilidad
para separar los efectos genéticos de los ambientales, es decir, para evaluar la variabilidad
en funcién de los caracteres morfolégicos altamente heredables. Los ensayos de
caracterizacién en una localidad no permiten separar el efecto ambiental del genético.
Goodman y Paterniani (1969) proponen la férmula que aparece al pie de pagina® para
estimar la repetibilidad del cardcter morfolégico, en otras palabras, la heredabilidad (y),
dondey>1 en un caracter significa estabilidad a través de localidades o ambientes, bien
que sea que se utilice esta férmula o el analisis de varianza al clasico, las estimaciones se
basan en los componentes de la varianza genética (varianza de las colecciones entre la
varianza fenotipica).

Medicién de la variabilidad basada en proteinas de semillas, isoenzimas y ADN. La
biologia molecular ha contribuido de manera significativa para la mejor descripcion de
la variabilidad genética de las colecciones y su filogenia. Los marcadores moleculares
son herramientas titiles para medir la variabilidad genética; por ej., las isoenzimas o las
proteinas de semillas describen, aunque con pocos alelos polimérficos, la diversidad
genética de las colecciones. Aqui es necesario tener en cuenta que las bandas polimorficas
son las expresiones de los genes (aloenzimas) separadas en un campo eléctrico. En el
caso de los marcadores basados en ADN (RFLP’s, RAPD’s, AFLP’s, SSR’s o0 Microsatélites)
o secuencias de ADN estas bandas tienen una mayor objetividad debido a que son
secuencias de ADN fragmentado.

La aplicaciéon de uno u otro marcador depende de la capacidad y de la infraestructura
disponibles en el laboratorio. Cada marcador ofrece diferentes mediciones, las enzimas
o proteinas definen locus aloenzimédticos con dos o mas alelos. Los marcadores de ADN
definen diferentes bandas polimdrficas o loci polimérficos. Los RFLP’s y SSR’s establecen
estimaciones indirectas de la divergencia de nucledtidos debido a su fragmentacién
especifica del ADN y su expresién codominante. Los RAPD’s son marcadores
dominantes, lo que implica ciertas complicaciones en los analisis de la informacién (los
dominantes estan presentes y la forma recesiva esta ausente) y una sobrestimacién del
nivel de diversidad. Para el andlisis de datos moleculares se sugiere consultar el articulo
de Ayad et al. (1995).

Con los datos moleculares de cada una de las entradas que se describen en la
coleccion se procede a la estimacion de la diversidad genética mediante la riqueza alelica,
el coeficiente de diversidad de Nei (indice de diversidad), el nivel de heterocigosidad
(observado y esperado), el indice de fijacién, el grado de desequilibrio y el porcentaje de
polimorfismo, entre otros.

Medicion mediante el niimero de cultivares en un sitio. Este es un enfoque reciente
donde se adoptan los conceptos de diversidad de especies segtin los analisis de
biodiversidad ecoldgica o bioldgica. Para esta medicién, las accesiones o variedades
locales provenientes de una region particular se clasifican en una serie de clases o rangos
definidos en funcién de la expresion fenotipica de los caracteres morfolégicos. Por

2
__Ot
3. Heredabilidad: 6: O& Los valores y> 1 indican que la medida entre accesiones tiene mds expresion
genética que efecto del ambiente e interacciones. Siy<1,la heredabilidad es baja y existe efecto del ambiente
sobre la expresion del cardcter (Goodman y Paterniani, 1969).
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ejemplo, Louette et al. (1997) y Aguirre et al. (2000) estimaron los indices de diversidad
de Shannon, Simpson y Margalef a partir de la clasificacién de una serie de muestras de
maiz por clase (raza, mezcla racial, variedad criolla, variedad mejorada, blanco, negro,
entre otros) y ambiente (comunidad o localidad). Una vez definidas las clases, se clasifican
todas las accesiones y se estiman los indices de diversidad con el objeto de determinar la
variabilidad genética preservada por las comunidades de agricultores en funcién de la
riqueza de morfotipos, varietal, o bien, de la riqueza de cultivares en una &rea
determinada.

Representatividad de la coleccién

En el sentido tedrico la representatividad de la variabilidad de una coleccién es una
funcién del universo de muestreo o de la variabilidad total de la especie. En términos
précticos esto significa que es dificil definir la representatividad de una regién ya que no
se conoce la diversidad total y sélo se obtienen algunas estimaciones. Entre algunas de
las complejidades se encuentran la alta diversidad de formas y propdsitos de la
cuantificacion de la variabilidad incluyendo las metodologias, las diferentes formas y
tamarfios de las muestras que originaron las accesiones, los antecedentes documentados
de la variabilidad de la muestra y el desconocimiento mismo de la diversidad objeto de
estudio.

Mediante la teoria de probabilidades se pueden obtener algunos estimadores y la
representatividad puede ser definida de las formas siguientes: (1) la coleccién representa
el rango completo de variacion en todo el universo de la muestra, y (2) el patrén de
variacion de la coleccién se asemeja a la variacion total existente de la especie o de la
region en la muestra. En otras palabras, cada entrada o accesién representa al menos
una réplica de un rango de la variacién total, o bien, los estimadores de la variacién
genética son aleatorios y de minima varianza. Sin embargo, todos estos conceptos son
poco aplicados para el caso de alelos raros o menos frecuentes que son ejemplos,
teéricamente, Gnicos de la variacién genética. Los conceptos anteriores de
representatividad estdn relacionados directamente con la exploracién y recoleccién del
germoplasma que constituye la coleccién bajo estudio. —Para una mayor informaciéon
sobre muestreo se recomienda consultar los trabajo de Brown y Briggs (1991)-. Cuando
se dispone de datos previos es posible verificar o medir la representatividad de la
variabilidad genética de una coleccién en relacién con la diversidad total o esperada,
bajo este aspecto se incluyen los ejemplos de erosion genética o de aparicién de nuevas
combinaciones genéticas. Los estimadores comtinmente usados para este fin son el indice
de fijacion (F), el grado desequilibrio de ligamiento (D) y el grado de divergencia entre
las poblaciones (F,0 G_), que comparan la diversidad de la coleccién bajo estudio con la
diversidad previamente estimada en colecciones similares o del mismo origen geografico.
Para obtener todos estos estimadores se utilizan datos de caracterizacién moleculares.

Investigacién sobre la estructura genética

El andlisis molecular (isoenzimas, proteinas o secuencias de ADN) es la técnica mas
reciente para conocer la estructura genética de cada una de las entradas de una coleccién
de germoplasma. Con la informacién resultante de los loci identificados se procede a la
descripcién de la cada colecciéon en funcién de su nivel de polimorfismo, la riqueza alélica,
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el nivel de heterocigosidad observada y esperada, la frecuencia de alelos raros en cada
accesion, el nimero de alelos por locus polimérfico y el indice Nei de diversidad genética.

Una vez que se conoce la estructura genética de cada entrada o accesion se procede
ala estimacién de las relaciones genéticas o de diversidad entre y dentro de las colecciones
o accesiones. Adicionalmente, la biologia reproductiva y la forma de reproduccion
desempehan una funcién importante en la diversidad misma del germoplasma. Hamrick
y Goldt (1990) proporcionan informacién de estas diferencias y similitudes mediante
datos isoenzimaticos. La recopilaciéon de una cantidad mayor de datos en este sentido
permitira respaldar la hipétesis de que las especies de polinizaciéon cruzada presentan
mayor variabilidad genética que las especies de autofecundacién y propagacion
vegetativa. Hacia el interior de cada coleccién se pueden establecer las diferencias o
similitudes entre sus entradas mediante los indices de proximidad respectivos, utilizando
las pruebas estadisticas pertinentes como ji-cuadrada ()?) y otras para establecer las
posibles relaciones genéticas y la cuantificacién del grado de divergencia entre las
poblaciones o accesiones (F 0 G,). Una de las formas mas comunes de presentar
graficamente los resultados de este andlisis consiste en realizar un ordenamiento o
clasificacién mediante el andlisis de conglomerados de agrupacion jerdrquica.

De la misma manera, cuando se conoce la estructura genética de las accesiones de
una coleccién es posible identificar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones
provenientes de diferente o del mismo origen geogréfico, lo que permite conocer el patrén
de distribucion geografica de la variabilidad genética y sus origenes.

Identificacion de duplicados

La deteccién de duplicados en una coleccién de germoplasma es tema de discusion en la
conservacion ex situ. La identificaciéon propia de duplicados esta en funcién de la
valoracion de los caracteres genéticos de una poblacion o accesién. El germoplasma se
preserva para su utilizacién posterior como una concentracién de valores utilitarios, o
bien, en funcién de su importancia como recurso genético, alimentario-nutricional, in-
dustrial, artesanal, medicinal, ceremonial y religioso, entre otros. Con esta premisa se
pueden determinar los duplicados. En la situacién méas simple si un material A tiene un
conjunto de valores o caracteristicas deseables Y y, a su vez, una accesion B tiene un
conjunto de valores X, de tal forma que Y y X son estadisticamente equivalentes, similares
o iguales, entonces, se asume que A = B, por tanto, se estaria sefialando que A y B son
duplicados.

Para establecer los elementos comparativos y definir la situacién de duplicados se
deben realizar todas las valoraciones necesarias que deben estar en funcién de los objetivos
de la preservacion de los recursos genéticos; por ej., mediante una evaluaciéon agronémica
dos materiales son similares si responden estadisticamente igual en rendimiento y
comportamiento a través de ambientes. Por otro lado, en un analisis SSR’s se puede
hacer una comparacién similar y si todos los loci son significativamente iguales entre
dos poblaciones o colecciones, se considera que su indice de divergencia (F, 0 G_) no es
significativo.

Dependiendo de la precisién o validez de las comparaciones, en sentido estricto
de la genética de poblaciones se pueden encontrar ciertas similitudes o “‘igualdades’ entre
dos accesiones aunque no sean exactamente duplicados. La estimacién de la estructura
genética de una poblacién o de una coleccién de germoplasma es el resultado de las
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herramientas de campo o laboratorio utilizadas y del comportamiento de los testigos
seleccionados para obtener los estimadores. La estructura genética de una poblacién es
comparable con otra si los protocolos y estimadores utilizados son los mismos o similares
para ambas.

Una de las aplicaciones més difundida es la detecciéon de duplicados o violacién a
los derechos de “propiedad intelectual de las variedades comerciales’. Los microsatélites
0 SSR’s suelen ser eficientes para comprobar o dilucidar posibles violaciones de
propiedad. La separaciéon en un campo eléctrico de los diferentes segmentos de ADN
permite las comparaciones entre las poblaciones, ya que las porciones o segmentos
extremadamente variables en su longitud y peso son caracteristicos o especificos de cada
poblacién de plantas. Por tanto, la comparacién y deteccion de posibles duplicados o
variedades se hace con cierta facilidad, sin menospreciar los caracteres morfologicos y,
mas bien, complementando las sefias de identificaciéon mediante fragmentos de ADN que
son independientes del estado de desarrollo de la planta y del ambiente en que ésta crece.

Deteccidon de genes especiales o alelos particulares

La genética de poblaciones se puede considerar como la deteccién de poblaciones
variantes raras o especiales. La utilidad de estas variantes o genes especiales y la
posibilidad de encontrarlos depende, previamente, de la estrategia de muestreo, siendo
su presencia una de las grandes riquezas de los recursos genéticos (Marshall y Brown,
1975). La deteccion de genes de resistencia a estrés bidtico, abiético y adaptabilidad a
condiciones extremas es de primordial importancia. Sin embargo, las variantes raras
también pueden ser irrelevantes en casos particulares o no tener connotacion estratégica
importante. El conocimiento a priori o la btisqueda de la variante deseable reviste, en la
mayoria de los casos, mds importancia en la exploracién, recoleccion y valoracién genética
de una coleccién.

En las colecciones de germoplasma, por ejemplo, es comtin detectar un arreglo
especifico de genes que confieren resistencia a un patotipo de enfermedades y que se
encuentran reunidos en cierto grupo de materiales provenientes de la regién donde
prevalecen las condiciones ambientales 6ptimas para el desarrollo de dichas
enfermedades.

Las variabilidades fenotipica y genética de una colecciéon de germoplasma pueden
ser medida utilizando varios coeficientes e indices, entre ellos:

Variabilidad de caracteres morfoldgicos

¢ Coeficiente de variacion genética

* Varianza genética (entre y dentro de acciones)

* Heredabilidad o repetibilidad de un caracter -y

e Indice de Shannon-Weber (clases por caracteres con escala nominal).
Variabilidad por el ntimero de cultivares en un sitio

* Indice de Shannon-Weber

* Indice de Simpson

* Indice de Margalef

* Indice de Berger-Parker.

Variabilidad a nivel genético

e Riqueza alélica -A

* Coeficiente o indice de diversidad genética (indice de Nei) -h
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Heterocigosidad (esperada y observada) -H

Indice de fijacién -F

Grado de desequilibrio de ligamiento, esencial en especies alégamas -D
Grado de divergencia entre las poblaciones.
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Caracterizacién de germoplasma
Gustavo Ligarreto®

Variabilidad genética de colecciones

La medicién de los caracteres cualitativos y cuantitativos de alta heredabilidad, o que
se transmiten a la descendencia del germoplasma en cualquier ambiente, se conoce
como caracterizacion y permite determinar el grado de similitud entre las accesiones
por medio de su apariencia morfoldgica o fenotipo y de variabilidad en la coleccién.
Esta variabilidad se mide con pocas o muchas variables o descriptores cuyos datos
conforman una dispersién de puntos con una direccién o vector e interrelacionan para
conformar las distancias genéticas entre las accesiones. Estas distancias, a su vez, se
pueden graficar de diferentes formas, siendo los dendrogramas y la dispersion de puntos
en un plano cartesiano las de mas facil interpretacion.

* Profesor Asociado. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Agronomia, Bogota.
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El conocimiento que posee el investigador o curador sobre la colecciéon en estudio
es importante para decidir cuales son los grupos de variabilidad de germoplasma a través
de un diagrama o conjunto de distancias, es decir, le permiten analizar y discutir por qué
a partir de los datos es posible inferir la similitud de las accesiones. También son
importantes los datos de pasaporte ya que, en ocasiones, permiten inferir sobre el tipo
de evolucién, domesticacién, adaptacion y caracteristicas de seleccién sobre los materiales.

Es importante conocer el estado de arte o trabajos previos sobre descriptores y
métodos de anélisis de datos de la especie, debido a que la toma de muchas variables en
un alto ntimero de accesiones y plantas por accesion hace costoso el ejercicio de la
caracterizacion y dificulta su andlisis. En lo posible se deben usar pocos descriptores de
alta heredabilidad con el objeto que la variabilidad resulte suficientemente discriminada.
Para el analisis existe un alto ntimero de distancias y coeficientes de similitud, sin
embargo, distancias como la euclidiana es de facil andlisis e interpretacion y es muy ttil
cuando se tienen variables cuantitativas. Para los andlisis mixtos de variables cualitativas
y cuantitativas se debe preferir la distancia métrica de Gower.

Cuando se tienen colecciones con muchas accesiones que dificultan el proceso de
caracterizacién, se puede hacer una descripcion de tipo evaluativo con un nimero
reducido de variables (cinco o seis) para formar grupos grandes que posteriormente
son caracterizados por separado relacionando sus bases de datos. Otra forma consiste
en tomar al azar aproximadamente el 10% de las accesiones de cada grupo o de la coleccion
total y luego extrapolar la informacién a esta tiltima. Si el ntimero de accesiones no es
muy grande y se tienen recursos econdmicos suficientes lo ideal es caracterizar toda la
coleccion. También es importante mencionar que la caracterizaciéon de todas las
colecciones existentes en un banco de germoplasma puede ser un esfuerzo grande que
no siempre es utilizado por los investigadores o productores. Es interesante conocer
cudles colecciones demandan los investigadores y las instituciones para invertir en su
caracterizacion buscando, con ello, un mayor retorno a la inversién de recursos en el
conocimiento del germoplasma.

Estructura genética

La estructura genética de la poblacion es el resultado de la interaccion de factores de
seleccion, mutacién génica, migracion y recombinacion que pueden reducir o aumentar
los niveles de variacién en ella. La reduccién de la diversidad genética de una especie
produce pérdida de la variacién necesaria para el mejoramiento, por consiguiente, con
el mantenimiento del germoplasma se persigue evitar las alteraciones de la estructura
genética de las accesiones.

En el mantenimiento del germoplasma no se ha prestado la suficiente atencion a la
constitucién genética de las colecciones conservadas. Como ejemplos se pueden
mencionar: (1) el efecto de la seleccién natural que ocurre al aumentar ciertos genotipos
a traves de sucesivas generaciones; y (2) los cambios aleatorios en las frecuencias de los
genes a través de las generaciones, en especial los causados por los errores de muestreo.
Existe abundante informacién sobre el mantenimiento de germoplasma ex situ, no
obstante, atin existen fallas en los tamafios de muestra poblacional y en los procedimientos
de recoleccién y de regeneracién, que son importantes para mantener la estructura
genética de la poblacién.
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Deteccion de duplicados

Mediante la identificacién taxonémica y caracterizacién morfolégica de todas las
accesiones de una coleccion es posible identificar copias de un mismo genotipo o cultivar.
Estas copias son el producto de varias recolecciones de un mismo material mantenido
por diferentes agricultores en una misma region geografica, o de un mismo cultivar que
ha sido llevado a diferentes regiones bajo nombres diferentes, también puede ser el
resultado de donaciones de germoplasma o de la recoleccién de numerosas muestras de
cultivares que crecen en areas geograficas muy extensas.

El material duplicado puede ser identificado a través de la aplicacién de descriptores
morfoldégicos, bioquimicos y moleculares, entre otros. Los descriptores de alta
heredabilidad, entre los marcadores morfoldgicos, son los que mas contribuyen en la
deteccion de duplicados ya que tienen poco efecto del ambiente sobre la expresion de la
caracteristica evaluada, es decir, son variables que discriminan bien las accesiones. Los
marcadores bioquimicos y moleculares son una herramienta potencial para la
identificacion efectiva y eficiente de material duplicado, siendo menos costosos los
primeros.

La deteccion de duplicados se puede utilizar para: (1) reducir las colecciones a
tamanos manejables, identificar variedades, monitorear la variabilidad genética y
determinar la distribucion geogréfica de las especies. En este caso, el método para detectar
duplicados consiste en la caracterizacién morfoldgica inicial y en el procesamiento de
los datos para conformar grupos de accesiones similares, que posteriormente se siembran
en el campo con el fin de comparar las accesiones dentro de grupos en todas las
caracteristicas morfoldgicas seleccionadas; y (2) comparar, en una segunda etapa, las
accesiones similares por morfologia mediante patrones electroforéticos de isoenzimas,
proteinas y marcadores moleculares. Una vez detectados los duplicados, se selecciona
la entrada mas representativa dentro del grupo para mantenerla en la coleccién.

Divergencias morfolégicas interespecificas del
subgénero Tacsonia (Passiflora)

Sergio Segqura*

En este resumen se explican conceptos basicos del anélisis de la variabilidad vegetal y
las técnicas estadisticas asociadas con un ejemplo aplicado a las pasifloras andinas. Se
describe una posibilidad de analisis utilizando descriptores morfolégicos cuando el
objetivo del estudio es la revision de las divergencias entre especies cultivadas y silvestres
relacionadas.

En la primera parte se citan los marcadores de diversidad diferentes y mas comunes,
haciendo énfasis en los descriptores morfoldgicos. Aunque son conceptos muy conocidos,
es importante sefialar el valor informativo de este tipo de descriptores, tomando en cuenta
la etapa de investigacion genética en que se encuentra la mayor parte de los grupos de
especies vegetales en los paises de la region.

* Diversida Genética de Frutales. Universidad Auténoma, Chapingo, México.
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La metodologia utilizada con las pasifloras andinas en el Caso 4 de este boletin es
un ejemplo donde las caracteristicas morfoldgicas fueron depuradas antes de utilizar
métodos factoriales y de clasificacion para sintetizar las relaciones entre variables y entre
accesiones. Con otros grupos de plantas es posible seguir este camino de manera total o
parcial, dependiendo del objetivo que se persiga.

Los marcadores de la diversidad en plantas

Los seres vivos individuales forman la unidad bésica para el estudio de la variabilidad
biolégica, pero el nivel de observacién de esta variabilidad se traduce en disciplinas
diferentes del estudio de la diversidad natural. El estudio de las diversidades ecoldgica,
especifica y genética se diferencian segtin su escala de organizacion en ecosistemas,
especies y poblaciones o individuos. La comparacion de la variabilidad bioldgica genética
descansa sobre el concepto de descriptor. Un descriptor es una caracteristica que puede
ser observada y/o medida por algtin medio a partir de los individuos. Una clasificacién
muy generalizada divide los descriptores en plantas por la herramienta utilizada para
su observacién. Asi se tienen descriptores morfolégicos, bioquimicos y moleculares,
aunque es de interés actual agregar a estas informaciones otro tipo de caracteristicas
como las etnobotanicas y climaticas (Perrier, 1998).

Enla mayoria de casos de investigacion de la variabilidad en plantas las 'similitudes'
o 'diferencias’ entre individuos se describen o se refieren en algtin momento a las
caracteristicas morfoldgicas, ya que esa es la primera percepcion natural. Son muy pocos
los grupos de vegetales que cuentan con el sustento de la descripcion integral del modo
de transmisién o heredabilidad y la evolucion de las caracteristicas morfolégicas que las
distinguen. Se entiende, por tanto, que los caracteres morfoldgicos son indicadores que
pueden portar errores sistemdticos en el andlisis de la variabilidad y que es preciso
contrarrestar con el cuidado en su seleccién y andlisis (Perrier, 1998).

Los marcadores morfolégicos que son distinguibles por observacién directa han
sido utilizados como marcadores de la diversidad y reflejan el genoma y sus regulaciones
biolégicas y medioambientales. Estas caracteristicas son raramente monogénicas y casi
siempre resultan de la interaccion de varios genes, ademas, presentan la ventaja esencial
de estar disponibles en gran cantidad, no requieren de sofisticados sistemas de mediciéon
y son registrados directamente en el campo. La posibilidad de contar con gran ntiimero
de caracteres y repeticiones ayuda en el tratamiento analitico.

Perrier (1998) sefiala algunas reglas de seleccion de caracteristicas que pueden
contribuir a la utilidad de los marcadores morfoldgicos:

* Retener los caracteres cualitativos a modalidades poco numerosas, exclusivos y
distinguibles sin ambigiiedad, tratando de aproximarse a marcadores monogénicos
o gobernados por unos pocos genes;

* preferir la observacion de las partes de 6rganos no sometidos a fuertes presiones
selectivas, naturales o agrondmicas, para evitar lo que los taxénomos llaman
'homoplastias' o caracteristicas ligadas a una respuesta adaptativa idéntica;

* evitar mediciones cuantitativas de altura, longitud, ancho y didmetro, que son
fuertemente afectadas por las condiciones del medio; y

* estandarizar las condiciones de observacion.

Se debe sefialar que los trabajos fundamentales de clasificacién han estado basados
en las caracteristicas morfolégicas y que en la mayoria de los grupos de plantas
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representan la tinica via de acceso al estudio de la diversidad natural y agronémica.

Analisis de la informaciéon morfolégica

La medicién y el andlisis de la variabilidad morfolégica en plantas no es un proceso
tnico y puede tener diferentes finalidades. Algunos de los objetivos mas comunes que
se pueden abordar cuando se cuenta con informacién morfolégica consisten en describir
la estructuracién de poblaciones, medir la variabilidad de una coleccién con fines de
clasificaciéon de especies o accesiones, identificar duplicados y detectar combinaciones y
caracteristicas particulares en individuos.

Estructuracion de la diversidad de poblaciones
Para evitar confusion, el polimorfismo de marcadores morfolégicos se llamara
variabilidad genética, porque en genética de poblaciones la diversidad se refiere a la
descrita con marcadores moleculares. La variabilidad genética se refiere esencialmente
a los componentes de la varianza de caracteres cuantitativos. Los caracteres cualitativos
cuentan con parametros equivalentes dentro del campo de la estadistica no-paramétrica,
en caso de ser necesaria la estimacion de la variabilidad con estos tipos de descriptores
(Kremer, 1994).

La diversidad genética o coeficiente de Nei (H) es el pardmetro mas generalizado
en poblaciones y se traduce como la probabilidad que dos genes en una poblacién sean
diferentes, asi:

H=1-Xpi®

donde,
pi es la frecuencia media del alelo i en los loci considerados, y H es equivalente a la
heterozigosidad tedrica bajo los supuestos de Hardy-Weinberg.

Cuando se utilizan los descriptores morfolégicos, el nivel de variabilidad de una
poblacién puede ser estimado a partir de los diferentes componentes de la varianza
genotipica (VA, varianza aditiva; VD, varianza de dominancia; y VG, genotipica). Estos
componentes son estimados a partir de las covarianzas con pruebas de descendencias.

Para el caso mas simple de un locus con dos alelos, se puede demostrar que hay
una relacion entre la variabilidad genética y la diversidad en una poblacién, o sea:

VA = Ha?
donde, a es el efecto mediano de sustitucion de dos alelos;
VD = H’d?
donde, d es el efecto de dominancia generado por dos alelos;
VG =H(a’ + Hd?)

donde, H es la diversidad genética de Nei (1977).
Sin embargo estas igualdades no son generalizables al caso de un locus en varios
alelos, a pesar de que los componentes de la diversidad intervienen en la expresién de
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las diferentes varianzas. Por el contrario, pueden ser generalizadas a un caracter
gobernado por varios loci, cada uno de ellos bialéleicos. Esto permite derivar que la
variabilidad genética de un caracter fenotipico depende de la diversidad genética ligada
con las frecuencias alélicas y del efecto aditivo o dominante de dichos alelos.

Como las varianzas dependen de la unidad de medida, para facilitar las
comparaciones a posteriori se recomienda utilizar el coeficiente de variacion o la
heredabilidad en sentido estricto o amplio, que corresponde a la varianza aditiva o
genotipica.

Parametros de diferenciaciéon entre poblaciones

La estructuracién genética de un conjunto de poblaciones es descrita utilizando los
estadisticos F de Wright (1965) a nivel alélico. Nei (1977) lo generaliz6 para un conjunto
de loci. El coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones (GST) se define de la
manera siguiente:

GST=1-HS/HT
donde, HS y HT son las medjias (del conjunto de loci) de las diversidades intrapoblacional
y total, respectivamente.
La variabilidad fenotipica de un caracter cuantitativo puede ser descompuesta segtin

un modelo jerarquico en un componente interpoblacional (Vinter) y otro intrapoblacional
(Vintra). La diferenciacién entre poblaciones puede ser descrita con la relacion:

t = Vinter/(Vinter + Vintra)

Para un caracter neutro es posible establecer una relacién entre GST y t (Rogers y
Harpending, 1983):

Vinter = 2GSTVAt
Vintra = (1 - GST) VAt

donde, VAt es la varianza aditiva de la poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg
constituida de todas las poblaciones, lo que resulta en:

t =2GST/1 + GST)

En general, y debido a los bajos valores de diferenciacién, el valor de ¢ serd siempre
superior al de GST. Para que ambos estimadores sean comparables, se recomienda tomar
t" como el coeficiente de diferenciacién para caracteristicas morfoldgicas:

t'=t/2-1)
Organizacién de las accesiones

La descripcién de la variabilidad morfoldgica tiene por objetivo identificar, describir o
explicar una eventual organizacién de individuos. Si estos individuos son simples y
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facilmente distinguibles, la organizacion se revelara con pocos caracteres. Pero si los
individuos son numerosos y complejos, la distincion debe ser el resultado de una
caracterizacion con un gran conjunto de atributos para no correr el riesgo de sesgo o de
responder s6lo a un interés en particular. Este es el caso frecuente en la mayor parte de
los estudios con colecciones de plantas.

En torno a este problema se han desarrollado diversos métodos numéricos. El
andlisis de este tipo de informacién se reduce, muy a menudo, al andlisis de matrices de
individuos x variables. Este andlisis tiene como objetivo describir la estructuracion de
los individuos y las variables a través de sus divergencias o similitudes y sus relaciones.
Los analisis multivariados factoriales y de clasificacion se utilizan frecuentemente como
complementarios (Perrier et al., 1999).

Anailisis factoriales

Los métodos multivariados tipo factoriales describen el comportamiento o las tendencias
de un conjunto de individuos identificados con una serie de variables o descriptores.
Los andlisis componentes principales (ACP) y factorial de correspondencias (AFC)
(simples y multiples) pertenecen a este tipo. Independiente del tipo de anélisis factorial
utilizado, el objetivo principal es generar una representacion grafica de los individuos
en un espacio de un niimero menor de dimensiones que las n variables que se midieron
(en general dos o tres). Los individuos, las variables o ambos simultdneamente, son
representados en planos de dos o tres dimensiones en funcién de sus proximidades. La
proximidad y el criterio de proyeccién utilizados por los diferentes métodos factoriales
varian en funcién de la naturaleza de las variables (cuantitativas o cualitativas). El
fundamento y ventaja de estos andlisis consiste en que se parte de la definiciéon de
proximidades entre individuos y variables, sin tomar en cuenta a priori su pertenencia a
grupos definidos o poblaciones. La distancia utilizada en el ACP es la euclidiana clasica.
La seleccién del niimero de ejes de proyeccién se realiza tratando de minimizar la pérdida
de informacién, pero captando la mayor varianza total posible. La distancia en el AFC
es ji-cuadrada (¥?) y en él se busca, de forma analoga, maximizar la variabilidad total
descrita con pocos ejes o factores (Segura, 2001).

Analisis de clasificacién

La clasificacion en el lenguaje corriente se refiere a dos posibles acciones. La primera, al
hecho de agrupar los individuos en conjuntos homogéneos, uno de los objetivos de los
grandes taxénomos. La segunda, al ordenamiento légico de los individuos, un objetivo
que aborda las relaciones de filiacién entre entidades filogenéticas.

Ambas aproximaciones pueden generar diagramas ramificados similares, aunque
su informacién sera diferente. En el primer caso, los nudos corresponderan a conceptos
de agrupamiento, mientras que en el segundo se suponen unidades parentales no
observadas aunque supuestas.

El problema de la divergencia genética retoma parte de ambas aproximaciones
porque trata de agrupar a los individuos similares y de relacionarlos de acuerdo con la
filiacion.

Para el analisis de la organizacién de la variabilidad genética en plantas se
distinguen dos enfoques: el fenético que se refiere a la descripcion de la organizacién a
partir de medidas objetivas de divergencias estimadas de un conjunto de observaciones,
y el cladistico que intenta identificar y utilizar caracteres informativos que han sido
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heredados y que permiten describir las rutas de evolucién. La naturaleza de las
observaciones morfolégicas y el grado de conocimiento evolutivo de la mayor parte de
grupos de plantas no permite seguir la aproximacién cladistica. Los métodos que se
utilizan generalmente en el estudio de divergencias entre individuos siguen una
aproximacion fenética, pero no son citados como tales en los trabajos cientificos escritos
porque se supone que son conocidos (Perrier, et al., 1999).

La etapa inicial de los andlisis de clasificacién corresponde a la definicién de la
medida de divergencia entre individuos. La seleccion de esta medida debe corresponder
a la naturaleza de los datos y al origen de los individuos. Las distancias euclidiana,
euclidiana media y ‘city-block” se aplican muy a menudo a datos cuantitativos; las
distancias de Rogers y Tanimoto, Sokal y Michener y Sokal y Sneath (No. 1) a datos
cualitativos de modalidades; la distancia Ji-cuadrada a datos cualitativos ordinales. Las
distancias de Dice, Jaccard o de Sokal y Sneath (No. 2) se usan cuando los datos son
binomiales, como es el caso muy frecuente, mas no tinico, de los descriptores moleculares.

Para la representacion arboérea (‘clusters’) de los individuos, una vez calculadas
las distancias, se debe elegir un método de agrupamiento. Estos métodos se refieren a
los procesos iteractivos que aglomeran a los individuos y que definen a los vecinos en
las ramas representadas. Criterios como el de la distancia més proxima, la distancia
media (UPGMA) o la media ponderada (WPGMA) son algunos ejemplos. Un método
muy utilizado actualmente, pero que desafortunadamente pocos paquetes informaticos
de analisis lo incluyen, es el de Neighbor-joining, propuesto por Saitou y Nei (1987), que
utiliza un criterio de media no-ponderada y que va juntando individuos y recalculando
las nuevas clasificaciones sin los elementos ya tratados. Las representaciones
‘desracinadas’ de este algoritmo describen de manera mas clara las divergencias entre
individuos cuando no se supone, porque no es necesario, un ancestro comun.
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Analisis multivariado en estudios de variabilidad genética
Wilfredo Rojas*

La informacién generada en la caracterizacién y evaluacién de las colecciones de
germoplasma proporciona una idea del tipo de material genético que se conserva en el
banco y su utilizaciéon es mds importante cuando se estudia su variabilidad.

La diversidad y la variabilidad genéticas son términos alternativos para representar
la variacion genética. Se sugiere que diversidad sea utilizada para indicar la sumatoria
de la informacién genética potencial conocida y desconocida, y la variabilidad para indicar
una porcién de la diversidad capturada o disponible (Vilela-Morales y Candeira, 1996).
Por tanto, el término variabilidad genética es el més indicado para el estudio de
colecciones de germoplasma.

Taba (1991) considera que la variabilidad genética de un cultivo puede ser estudiada
por las técnicas moleculares mas avanzadas o a través de rasgos morfoldgicos; la diferencia
entre ellas consiste en que la primera no considera la interacciéon genotipo x ambiente,
sin embargo, ambas son complementarias. Fairbanks etal. (1992), por otra parte, califican
la influencia del medio ambiente como una desventaja en las caracterizaciones
morfolégicas, ya que no permite representar verdaderas similitudes o diferencias
genéticas.

Souza y Sorrells (1991) sugieren que la variabilidad y las relaciones genéticas entre
una poblacién en particular pueden ser medidas por la similitud de algtin ntiimero de
caracteres cuantitativos considerados como pardmetros agronémicos de las plantas, lo
cual asume que las diferencias entre los caracteres de los genotipos reflejan la divergencia
genética existente en ellos.

Con la informacién que se genera de la caracterizaciéon y evaluacién de las
colecciones de germoplasma es posible medir su variabilidad genética o conocer qué tan
variables son las accesiones que lo conforman, a través de la similitud o diferenciacién
de los rasgos que caracterizan a cada una de éllas. Asi mismo, cuando se agrupan
accesiones de un germoplasma de acuerdo con su similitud morfolégica o fenotipica, es
de suponer que gran parte de ésta es genética.

Las técnicas estadisticas multivariadas son herramientas muy ttiles para caracterizar
germoplasma, debido a que bdsicamente permiten describir o agrupar un conjunto de
accesiones, tomando en cuenta simultdneamente varias caracteristicas, sin dejar de
considerar la relacion existente entre todos los caracteres en estudio.
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