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RESUMEN

El departamento de Junin es conocido por ser uno de los lugares con mayor diversidad de
papa cultivada en el Perd, sus variados rangos de climas y ecosistemas ha permitido la
adaptacion y la proliferacion de una gran diversidad de papas. Sin embargo esta diversidad
no ha sido completamente estudiada en el campo y es necesario investigaciones
sistematicas que permitan estimar la verdadera diversidad existente en el campo y asi
poder diferenciar estd en posteriores afios. La caracterizacién genética utilizando
marcadores microsatélites (SSR) se realizd en 444 cultivares de papas nativas de la region
sur oeste del departamento de Junin, 7 comunidades de la region fueron estudiadas junto
con los agricultores. Se utilizaron 21 pares de iniciadores SSR presentandose 158 bandas
polimorficas para toda la poblacion. Se encontraron 32 alelos raros (f<1%) y 27 escasos
(1%<f<5%). Asi mismo los valores de heterocigocidad se encontraron entre 0.64 y 0.70
siendo el promedio para las comunidades de 0.67. Se encontraron ademas 14 haplotipos
compartidos, siendo la mayoria de estos encontrados dentro de la comunidad de
Masmachicche. Los agrupamientos por disimilitud permitieron observar que no existe una
agrupacion especifica por comunidades, siendo la diversidad entre estos distinta y diversas.
Esta Gltima observacion se corroboro en el analisis AMOVA, que permitié comprender
que la diversidad entre las comunidades en base a sus frecuencias alélicas es baja, sin

embargo dentro de cada comunidad es alta.

Palabras clave: Biodiversidad, microsatélites, conservacion insitu, riqueza alélica, Junin.



ABSTRACT

The department of Junin is known for being one of the places that has the major diversity
of cultivated potato in Perd, their different climate conditions and ecosystems have allowed
the proliferation of a great diversity of cultivated potatoes. However, this diversity has not
completely studied in situ and it is necessary to do systematic research to understand and
estimate accurately it. The genetic characterization using SSR markers was performed in
444 cultivars of native potatoes which were from the Southwest region of Junin and 7
highland communities which were studied in association with the housekeepers. Twenty-
three pairs of SSR primers were used and 158 polymorphic allelic bands were found.
Thirty-four of alleles were categorized as rare (f < 1 %) and thirty-nine as scarce (1 %< f <
5 %). Additionally, the proportion of values for heterocigosity to each community was
ranged from 0.64 to 0.70 and averaged 0.67. Also, eighteen shared haplotypes were found
and approximately the majority of this belonging to Masmachicche community. The tree
based on dissimilarity distance showed not specific arrange of branches for the diversity
found between and within the highland communities. This was confirmed by AMOVA that
found that 98% of the diversity was in the highland communities and only less than 2%

among communities.

Key words: Biodiversity, microsatellites, in situ conservation, Junin allelic richness.



I. INTRODUCCION

Se espera para futuro el incremento de las condiciones adversas para los cultivos debido al
cambio climatico, lo cual implica que los agricultores e investigadores necesitaran de
herramientas para hacer frente a las dificultades como el acrecentamiento de plagas,
enfermedades, sequias, inundaciones, heladas, etc. Es asi como el conocimiento y acceso a
la diversidad de recursos fitogenéticos es de importancia vital para enfrentar y asegurar la
alimentacion mundial (FAO, 2010). Es asi como la pérdida de diversidad, conocida
también como la erosion genética, se pone en peligro nuestra subsistencia, ya que sin esta
no tenemos la capacidad para responder a los cambios climaticos y demograficos que

vivimos en la actualidad (Baena et al., 2003).

La variabilidad genética esta sujeta a las fuerzas evolutivas, y estas a su vez son
influenciadas por los cambios bidticos y/o abidticos, es por tal razon que la diversidad se
encuentra en constante dinamismo y es importante conservarla a través del tiempo. La
conservacion de los recursos genéticos es de importancia relevante para mantener la
diversidad, y es de tal forma objetivo de multiples disciplinas como: la ciencia, la politica,
la economia y la sociologia (O’Brien, 1994). Para ello los programas de conservacion
necesitan realizar trabajos de investigacion previos, dirigidos a monitorear la diversidad
existente en zonas potencialmente diversas, teniendo como objetivos estimar la diversidad
presente en las regiones escogidas, comparar la diversidad entre diferentes regiones de
estudio, hacer seguimiento de los cambios que presentan los cultivos frente a los cambios

ambientales, entre otros.

La caracterizacion de cultivos mediante técnicas moleculares nos permiten estimar la
diversidad existente y poder comparar ésta con colecciones de un cultivo ya mantenido en
bancos de conservacion. En la actualidad la diversidad de papa, como varios cultivos a
nivel mundial, se encuentra en peligro constante debido a cambios constantes, es por eso
que su constante caracterizacion en zonas todavia no estudiadas se hace inminente. La

caracterizacion sistematica de la agrodiversidad permite planificar y crear estrategias que



aseguren supervivencia y sostenibilidad de los cultivos (de Haan, 2009), permitiendo asi el

equilibrio del ecosistema al cual pertenecen.

La papa es un cultivo ancestral que tuvo su origen hace mas de 8000 afios en
comunidades de cazadores y recolectores de la cordillera de los Andes, que lograron
domesticar plantas silvestres de papa alrededor del lago Titicaca, a mas de 3800 msnm
(FAO, 2009). La expansion de la papa a lo largo de la cordillera andina gener6 que esta se
adapte a diversas condiciones, permitiendo de esta manera la proliferacion de su amplia

diversidad actual.

La papa ocupa el tercer lugar dentro de los cultivos alimenticios a nivel mundial.
(FAOSTAT, 2013). El Peru ocupa el lugar namero 23 entre los principales productores de
papa del mundo, participando en el 0.7% de la produccién mundial, sin embargo es el pais
con mayor diversidad de papa. Dada su importancia cultural, econémica y social es la base
de la alimentacién y sustento de la poblacion altoandina. Mas del 90% del cultivo se
siembra en la sierra, entre 2300 a 4100 msnm, siendo las principales zonas de produccion
Huanuco, Junin y Puno (MINAG, 2003). Lamentablemente no se realiza documentacion
sistematicas de la biodiversidad in situ de las regiones altoandinas. Por tal motivo urge
realizar el seguimiento y caracterizacion para revalorizar su importancia y mantener su
diversidad.

Los estudios de caracterizacion son muy importantes dentro de los sistemas de
conservacion, siendo generalmente estas de tipo fenotipica (morfoldgicas) y/o genotipicas
(moleculares). Las caracterizaciones moleculares se han desarrollado rapidamente desde
1980, y han tomado gran fuerza desde entonces principalmente porque no son
influenciadas por el medio ambiente y tienen una fuerte base estadistica en su analisis. No
obstante, los investigadores no deberian elegirlas como substituto de las caracterizaciones
morfologicas (Karp et al., 1997), de esta manera las estructuras genéticas de las
poblaciones en estudio deben ser integradas junto con toda la informacion disponible
(datos morfoldgicos, fisiologicos, bioquimicos, etc.), con el fin de enriquecer la vision de
los verdaderos riesgos de desaparicion o declive de las poblaciones consideradas, asi como
las medidas y estrategias mas adecuadas en las que se deben basar los programas de
conservacion (O’Brien, 1994).



Dentro de las técnicas usadas en las caracterizaciones moleculares, encontramos a los
microsatélites, estos marcadores son uno de los mas utilizados en la actualidad para
estudios de diversidad (Karp et al., 1997), ya que ofrece multiples ventajas como
expresion codominante, multialelismo y contenido de informacion polimoérfica (PIC)

elevado (Ferreira 1998), entre otras ventajas.

La presente investigacion tiene como principal objetivo estimar la diversidad de los
cultivares de papa nativa de la zona suroeste del departamento de Junin, utilizando
marcadores moleculares microsatélites. Siendo el presente trabajo uno de los primeros en
caracterizar los cultivares y evaluar la diversidad in situ presente en esta zona de Junin
permitira determinar si es que la diversidad de esta zona que es protegida por los
agricultores es de importancia para el cultivo de la papa. Asi mismo, permitira determinar
si es importante considerar estos cultivares en programas y estrategias de conservacion

futuras, sean tanto ex situ o in situ.



Il. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

e Estimar la diversidad genética de papas nativas en la region suroeste del

Departamento de Junin.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la estructura genética dentro y entre las comunidades evaluadas
(Pomamanta, Racracaya, Masmachicche, Ranra, Quillcas, Marcavalle y Paca

Paccha).

e ldentificar los cultivares que presentaron haplotipos compartidos entre las

comunidades evaluadas.



I11. REVISION DE LITERATURA

3.1 BIODIVERSIDAD

El término “biodiversidad” fue utilizado por primera vez por Raymond F. Dasmann,
cientifico y conservacionista, en su libro titulado “Un tipo diferente de pais” publicado en
1968, en el cual defiende la conservacién de los recursos naturales. Sin embargo, el uso
comun del término en los contextos cientificos y ambientales aparece recién a los afios 80
(ESA, 2010).

En 1992 se firmd el convenio sobre la diversidad Bioldgica (CBD) en la Conferencia de
las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo y entré en vigor el 29 de
diciembre de 1993. En el afio 2006 “El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica” (CBD)
define la diversidad biologica como “la variabilidad entre organismos vivos de todas la
fuentes, incluidos entre otras cosas, los ecosistemas terrestres, marinos y otros
ecosistemas acudticos y los complejos ecoldgicos de los que forman parte; incluyendo la

diversidad dentro de cada especie, entre las especies y de los ecosistemas”

Es cierto que la diversidad bioldgica es un concepto muy amplio y es por tal razén que en
diversos circulos cientificos existen diferentes formas de definir este concepto, sin
embargo todas estas concuerdan en que el sentido de que la biodiversidad es un concepto
multinivel que abarca no solo la diversidad como una amplia variedad de plantas, animales
y microorganismos, sino también como la diversidad genética entre especies y variedades

que concurren en los diferentes ecosistemas (ESA, 2010).



3.1.1 IMPORTANCIA DE LA BIODIVERSIDAD

La conservacion de los ecosistemas, especies y recursos genéticos asegura su perpetuidad,
y de esta forma proporcionara las sostenibilidad y seguridad alimentaria para el ser
humano. Debido a que la biodiversidad es inmensa, se deben de focalizar los recursos
disponibles para los proyectos de conservacion, y realizar los estudios y evaluaciones de
especies susceptibles, en peligro y de importancias socioeconémica, como por ejemplo:
especies el peligro de extincion, especies endémicas, especies de importancia alimenticia
y/o econOmica, etc. Consecuentemente se deben de tomar medidas para proteger,
establecer y/o mantener en equilibrio los habitats naturales y vitales para especies. Lo cual

puede impedir y/o minimizar pérdidas irremplazables de la diversidad.

Los recursos naturales generan beneficios y estos deben manejarse de forma justa y
equitativa. La reparticion y el cuidado deben tomarse en cuenta en un contexto
intergeneracional, es decir, tanto para las generaciones actuales como para las futuras. El
capital natural no es un negocio a corto plazo y es participativo, es por tal que su manejo
debe ser regulado con igualdad para todas las generaciones y las decisiones para su

desarrollo seran elegidas por cada generacion (Cuadra, 2012).

El reciente protocolo de Nagoya, firmado el afio 2010, ratifica y promueve la participacion
justa y equitativa de los beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos
genéticos, tanto por medios de acceso a los recursos genéticos y por medio de la
transferencia apropiada de tecnologias pertinentes, teniendo en cuenta los derechos sobre
dichos recursos y tecnologias y por medio de la financiacion adecuada, contribuyendo a la
conservacion de la biodiversidad y utilizacién sostenible de los recursos naturales (CBD,
2011).

3.1.2 NIVELES DE BIODIVERSIDAD

Los niveles de la biodiversidad son tres. Los ecosistemas propiamente dichos, son el
primer nivel de la biodiversidad, en este nivel se encuentran toda la biodiversidad que
comprenden todo ecosistema y la interacciones que tienen las diferentes poblaciones de

organismos y los factores ambientales, generando y siendo una de las principales fuentes
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de variabilidad genética y cambios evolutivos. El segundo nivel abarca todas las especies,
dentro de estas la preocupacién por las especies vulnerables y amenazadas son de mayor
urgencia en los estudios de diversidad, conservacion y restablecimiento; de la misma
manera las especies de importancia medicinal o agricola o de otra importancia econémica,
social cultural o cientifica y especies caracteristicas son objetivo de estudios debido a su

importancia para la sostenibilidad del hombre.

Los recursos genéticos son el Gltimo nivel de biodiversidad, la CBD (2006) los define
como “todo aquel material genético de origen microbiano, animal o vegetal que contiene
unidades de herencia o genes; y que representa un valor real o potencial”. La pérdida de
estos recursos es irreversible, por tal motivo se maximizan los esfuerzos para su cuidado.
Primordialmente se realizan estudios sobre recursos genéticos en animales y plantas ya que

son de vital importancia para la sostenibilidad y la seguridad alimentaria

Los niveles de la diversidad biol6gica permanecen en equilibrio en la naturaleza, pero este
equilibrio se puede alterar facilmente cuando factores externos ocasionan perdidas de
especies y/o ecosistemas, alterando la interaccion entre estos y produciendo asi la pérdida
de diversidad (Baena et al., 2003).

3.2 RECURSOS FITOGENETICOS

Los recursos fitogenéticos, vienen a ser aquellos genes o material hereditario de origen
vegetal. Se considera dentro de este grupo a las variedades cultivadas, tanto las nativas
(tradicionales) como comerciales; especies silvestres afines a las cultivadas y materiales

obtenidos por mejora genética (Martinez, 1993).

Desde la aparicion de la agricultura el hombre empieza un nuevo proceso evolutivo en las
plantas que doméstica, esta nueva fuerza selectiva origina nuevas variedades, con
caracteristicas morfologicas y fisioldgicas peculiares. Estos cultivos primitivos se
expandieron y distribuyeron en diversos ecosistemas, teniendo que adaptarse a diferentes
condiciones bioticas y abioticas generaron en los cultivos aiun mas variabilidad con
respecto a sus origenes, teniendo incluso intercambios genéticos de hibridos con especies

silvestres de cada nueva zona donde se adaptaban (Martinez, 1993). Debido a las diversas
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practicas agricolas y a la distribucién en diferentes ecosistemas muchas de las especies
comienzan a presentar diferentes caracteristicas y se incrementa su diversidad, gracias a su

capacidad de cambio y adaptacion ante diferentes estimulos.

De la misma manera como se incrementd la biodiversidad por el manejo agricola, el
mismo hombre sin medir las consecuencias, introduce a comienzos de los afios de 1930,
los primeros hibridos producidos por mejoramiento genético, en su afan de conseguir
caracteristicas, como por ejemplo el aumento de rendimientos, uniformidad y adaptacién
para los sistemas produccion y comercializacion, creando asi variedades mejoradas y
generando la dependencia de las mismas (Pistorius, 1997)., marcando de esta manera el
inicio de la revolucion verde. De esta manera se desplazaron a innumerables variedades
nativas, poseedoras de una gran diversidad genética. Este quebrantamiento a la
biodiversidad tomé aun mayor fuerza con la nueva era industrial, la unificacion de habitos
alimentarios, el consumismo exagerado, la depredacion y contaminacion del medio
ambiente y la explotacion excesiva de los recursos naturales, generaron y generan
actualmente uno de los mayores peligros que atentan contra la biodiversidad y la

variabilidad genética (Martinez, 1993).

La erosién genética es consecuencia de las malas decisiones que se han tomado y toman
respecto al manejo de los cultivos, manejos con objetivos principalmente comerciales. La
situacion es aun mas critica ya que los cultivos afectados cuentan con una pobre diversidad
y son vulnerables frente a cambios climéaticos (sequias, inundaciones, altas temperaturas,
etc.) y/o apariciones de nuevas plagas o enfermedades. La hambruna del siglo XIX,
denominada “Hambruna de Irlanda” en el cual murieron al menos 1.5 millones de personas
y se desplazaron masivamente otro tanto a Estados Unidos (Fry et al., 1993), es un ejemplo
dramético que ilustra el peligro de la uniformidad genética, la débil base genética
presentada en Europa en ese momento hizo que el tizén tardio (Phytophtora infestans)
arrase con el cultivo de papa. A partir del afio 1950 se reconoce esta situacion adversa y
promociona mediante entidades como la FAO, la conservacion de los recursos
filogenéticos a nivel mundial, incentivando desde entonces la preocupacion y los planes de
accion para contrarrestar eventuales desastres que atenten contra la seguridad vy

sostenibilidad alimentaria en el futuro.



3.2.1 CONSERVACION DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

En el afio 1996 se firma el primer plan de accién mundial para los recursos fitogenéticos
para la alimentacion mundial y la agricultura. Este documento ha sido la referencia
principal para las actividades nacionales, regionales y mundiales destinadas a la
conservacion y la utilizacion sostenible de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y
la agricultura y la distribucion equitativa y justa de los beneficios derivados de su uso
(FAO, 2012). El segundo informe sobre el "Estado de los Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacion y la Agricultura en el Mundo™, firmado en el afio 2011, ha proporcionado una
base sélida y ha servido de orientacion para este el proceso de actualizacion, exigiendo asi
que se preste mas atencion a la conservacion y utilizacion de los recursos fitogenéticos
para enfrentar los cambios adversos que afectan contra estos en bisqueda de minimizar la

erosion genética.

3.3 METODOS DE CONSERVACION

Los bancos genéticos tienen como objetivos la coleccidn, clasificacion, conservacion,
evaluacion y distribucion los recursos genéticos. Mediante la conservacion se cuida y se
protegen los recursos naturales, manteniendo a las especies vivas y sin dafios en el tiempo.
Para esta importante tarea los bancos genéticos han desarrollado dos métodos

conservacion: La conservacion ex situ y la conservacion in situ (Karp et al., 1997).

3.3.1 CONSERVACION EX SITU

Se entiende por conservacion ex situ, al mantenimiento de las especies fuera de su habitat
natural, conservando de esta manera el material genético dentro de instalaciones
especializadas, conocidos como los bancos genéticos. Estos son mantenidos por
instituciones publicas o privadas actuando independientemente o en conexion con otras
instituciones. Los bancos genéticos ademas de tener dentro de una de sus principales
funciones la conservacién, también se encargan de la ubicacion, coleccion, caracterizacion

y usos de los recursos genéticos (Upadhayaya et al., 2008).



El objetivo de la conservacion ex situ es el de mantener las accesiones sin cambios en su
constitucion genética (Karp et al., 1997), la conservacion en si, no se limita a la
consecucion y posesion fisica de los materiales sino también requieren asegurar y
establecer sus caracteristicas originales (Seguel, 2001). Se han creado variadas técnicas
para lograr este objetivo, estas dependeran del tipo de cultivo y de los objetivos de la

conservacion.

Los recursos genéticos se mantienen principalmente dentro de los bancos genéticos en
forma de semilla, sembradas en campo, in vitro u otros métodos (Seguel, 2001; FAO
2010). Las semillas se mantienen conservadas en almacenes frios disefiados con
caracteristicas y condiciones tales que logren mantener a las semillas en un estado reposo,
también se pueden mantener a las plantas vivas creciendo en campos con condiciones
controladas, este método se usa para plantas de propagacion vegetativa y cultivos
recalcitrantes. En algunos casos, se tienen muestras de tejidos in vitro o en
criopreservacion y unas pocas especies también se mantienen en forma de polen o
embriones. Este conjunto de técnicas como ya se menciono se utilizan para mantener la
integridad de las accesiones. Sin embargo a pesar de todos los cuidados y controles las
estabilidad de las accesiones en el tiempo no se logra en su totalidad (Del Rio et al., 1997:
de Haan et al., 2013).

La conservacion ex situ presenta una ventaja frente a la conservacion in situ al momento de
conservar los genotipos especificos, pero pierde fuerza al momento de evaluar como estos
genotipos reaccionan y cambian evolutivamente en el tiempo como consecuencia de los

distintos cambios ambientales y el intercambio genético dentro de una especie.

3.3.2 CONSERVACION IN SITU

El convenio sobre la Diversidad Biologica (ONU, 1992), define a la conservacién in situ
como la conservacion de los ecosistemas y los hébitats naturales; al mantenimiento y
recuperacion de poblaciones viables de especies en sus entornos naturales; y en el caso de
las especies domesticadas y cultivadas, en los entornos donde hayan desarrollado sus

propiedades especificas.
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El movimiento a favor de la conservacion in situ de los recursos genéticos de especies
cultivadas surge de una controversia acerca de donde conservar mejor y de una manera
practica la agrodiversidad, no s6lo para mantenerla sino para tener acceso a ella tanto para
cultivo, como para fitomejoramiento. Esta controversia durd varios afios y gir6 alrededor
de las ventajas y desventajas de conservar ex situ (Baena et al., 2003).

En la década de los 80 dos fuertes argumentos defendian un nuevo método de conservacion
frente a la conservacion ex situ. Uno de ellos resaltaba que las especies cultivadas menores
y parientes silvestres no estaban suficientemente representadas en las colecciones de
bancos, debido a que las colectas habian sido insuficientes y/o se habian realizado bajo
muestreos inadecuados. El otro argumento fundamentaba que los materiales conservados
ex situ carecian de procesos de evolucion, puesto que se los retiraba de su contexto

influenciado por el ambiente y las fuerzas evolutivas (Baena et al., 2003).

Brush (1991) afirma que la conservacion in situ debe de mantener un sistema agricola que
genere diversidad cultivada de manera parecida a un agroecosistema y no dedicarse
exclusivamente a conservar un nimero de alelos. Posteriormente Arora y Paroda (1991),
citados por Baena et al. (2003), y FAO (1996) apoyan la conservacion in situ de especies
cultivadas, afirmando que esta permite mantener y mejorar los cultivares locales en los
sistemas agricolas tradicionales, y utilizarlos mediante métodos participativos con los
agricultores. La mayor parte de la agrodiversidad del mundo se encuentra bajo el manejo
de los agricultores que siguen practicas ancestrales (manejo frente a resistencia y/o
enfermedades, conocimiento de nombres vernaculares, sistemas de clasificacion local de
los cultivares, etc.), heredadas por largas generaciones, lo cual incluye factores importantes
que son insostenibles en la conservacion ex situ. Es asi que las especies cultivadas son
conservadas en sistemas tradicionales de cultivo, zonas modificadas por el hombre para la

produccion, como comunidades, fincas, huertos, parcelas, etc.

Las amenazas mas frecuentes de la conservacion in situ son la urbanizacion, la
contaminacién, la aculturacién de las comunidades, y la introduccion de variedades
mejoradas que desplazan a las tradicionales, reduciendo la diversidad de cultivos (Baena et
al., 2003). Sin embargo, frente a estas amenazas Brush (1991), plantea que hay que
estimular al agricultor para que continlle sembrando sus variedades y crear condiciones

para que los agricultores cooperen entre si y con los conservacionistas. Explica de esta
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manera que la conservacion en fincas se debe basar en cuatro principios: minima

intervencion institucional, continuidad, objetivo de desarrollo y cooperacion.

Si bien muchos de los agricultores no son conscientes de que sus practicas favorecen la
conservacion del habitat y de los recursos fitogenéticos, casi siempre estan interesados en
diversificar y tener un mayor numero de variantes debido a su cosmovision y
conocimientos ancestrales. La diversidad que preservan los agricultores ayuda a reducir los
riesgos frente a plagas y enfermedades y controlar las malezas, ampliando de esta manera
la variabilidad genética y generando estabilidad a la produccion ya que limitan el uso de
tecnologias y utilizan eficientemente la mano de obra con recursos limitados. Los sistemas
tradicionales son un ejemplo de agricultura ya que manejan de manera eficiente y
cuidadosa las interacciones entre los factores bioticos y abioticos, generando asi el

equilibrio de los ecosistemas y per se del cultivo.

Las decisiones del agricultor determinaran la diversidad de su campo, por ejemplo, la
seleccion continua del agricultor por plantas con caracteristicas agromorfoldgicas que se
ajusten a su preferencia modificaran la estructura genética de las poblaciones en el tiempo.
Asi mismo, el tamafio y estructura de su poblacion varian dependiendo de la cantidad de
semilla que el agricultor decida almacenar y el porcentaje que seleccionard para el
intercambio con otros agricultores. Estas decisiones siguen siendo afectadas por el

contexto cultural, socioecondmico y en ahora por el creciente cambio climatico.

Las anteriores caracteristicas hacen que los sistemas tradicionales de cultivo jueguen un
papel importante en la produccion de alimentos, se estima que aun producen 15-20% del
alimento en el mundo (Francis 1985), en la conservacion de la biodiversidad y representan
fuentes de variabilidad para el mejoramiento de los cultivos, con caracteristicas llamativas

y Unicas para los mejoradores.

¢Por qué debemos conservar ex situ o in situ? ;Qué y cuéles regiones son importantes y
debemos conservar? Para responder a estas preguntas es necesario hacer estudios
preliminares base, que puedan demostrar la necesidad de imponer un proceso sistematico
de conservacion. O en el caso contrario predecir que los lugares no son necesarios incluir
en proyectos y estrategias de conservacion, debido a que su diversidad no difiere de otras

regiones o su diversidad es muy pobre.
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3.4 LA PAPA

3.4.1 ORIGEN DE LA PAPA

El lugar de origen de las papas cultivadas se encuentra en el area alrededor del lago
Titicaca, en las fronteras del Per y Bolivia (Vreugdenhil et al., 2007). Las papas fueron
domesticadas en los Andes del sur de Per( hace unos 10 000 afios. Solanum tuberosum se
domestico de las especies silvestres pertenecientes al complejo S.brevicaule (Ovchinnilova
et al., 2011). Este complejo es un grupo morfolégicamente variable de especies diploides,
dentro de este encontramos cerca de 20 especies. Ugent (1966) sugiere que estos pueden

ser drasticamente reducibles a una sola especie, Solanum brevicaule.

3.4.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PAPA

La taxonomia de las papas cultivadas y sus parientes silvestres ha sido tema de estudio por
muchos afios. La mayoria de estos estudios se basaron en la morfologia y métodos
experimentales como citogenética e hibridacion (Vreugdenhil et al., 2007). La taxonomia
de la seccién Petota es complicada debido a las diferentes caracteristicas mecanismos de
reproduccion que poseen y han sufrido respectivamente, como son: la introgresion, la
hibridacion interespecifica, la autoploidia, la alopoliploidia, la compatibilidad sexual entre
muchas especies, la mezcla de la reproduccion sexual y asexual, la divergencia de especies,
la plasticidad fenotipica y la consiguiente gran similitud morfolégica entre las especies
(Ovchinnilova et al., 2011).

En 1990, Hawkes en su tratado “La papa: evolucion, biodiversidad y recursos genéticos”
describid 7 especies cultivadas de papa (Solanum ajanhuiri, S. chaucha, S. curtilobum, S.
juzepczukii, S. phureja, S. strenotomun y S. tuberosum), dividiendo ademas en 2
subespecies a la especie S. tuberosum (S. tuberosum tuberosum y S. tuberosum andigena)
mostrando diferentes niveles de ploidia. Este tratado ha servido de referencia y punto de
partida tanto para el banco de germoplasma del Centro Internacional de la Papa (CIP)
como para el banco genético de papa de los Estados Unidos (NRSP-6), a partir del cual

surgieron diferentes hipotesis y clasificaciones taxondémicas (Huaman y Spooner, 2002).
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Varios autores como Bukasov (1971), Lechnovich (1971), y Ochoa (1990) clasifican a las
papas como especies distintas bajo la nomenclatura internacional del cédigo botanico
(ICBN), fortaleciendo el enfoque de Hawkes. Sin embargo Dodds (1962), trata a las papas
cultivadas bajo el cddigo de nomenclatura de plantas cultivadas (ICNCP). De esta manera
los clasifica en grupos cultivares, siendo estas definidas como categorias taxonomicas
usadas para asociar plantas cultivadas con rasgos que son de uso de los agricultores. La
clasificacion de los grupos cultivares realizada por Dodds (1962) se basd en la
comparacion morfolégica, biologia reproductiva, datos citolégicos y genéticos, y practicas
culturales. El afirma que los caracteres morfolégicos usados por Hawkes (1956) para
separar las especies, exageraban la consistencia de los caracteres cualitativos y

cuantitativos.

Huaman y Spooner (2002) sugieren una clasificacion de 8 grupos (Ajanhuiri, Juzepczukii,
Curtilobum, Chilotanum, Andigena, Chaucha, Phureja y Stenotomun), en base a la
nomenclatura de ICNCP y las hipotesis de Dodds (1962). La taxonomia utilizada y
reconocida actualmente en el CIP es la de Ochoa (1999), la cual adiciona a la especie

cultivada S. goniocalix, a la clasificacion original de Hawkes (1990).
Los niveles de ploidia en papa cultivada, comprenden diploides, triploides, tetraploides y

pentaploides (Spooner y Hijmans, 2001). El resumen de las clasificaciones sugeridas para

papa cultivada de mayor aceptacién se puede observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. Resumen de las teorias taxonomicas méas importantes de papa cultivadas
(de Haan, 2009).

Huaman &Spooner

Ploidia Hawkes (1990) | Ochoa (1999) (2002) Spooner et al. (2007)
. . S. tuberosum Grupo S tu_berosum
S. phureja S. phureja ' - diploide Grupo
Phureja -
Andigenum
S. tuberosum Grupo S. tuberosum
S. stenotomun S. stenotomun ' Stenotomun P diploide Grupo
2n=2x=24 Andigenum
S. tuberosum Grupo S. tuberosum
S. stenotomun S. goniocalix ' P diploide Grupo
Stenotomun .
Andigenum
S. ajanhuiri S. ajanhuiri . tuberosum Grupo S. ajanhuiri
Ajanhuiri
S. tuberosum Grupo S tu_berosum
S. chaucha S. chaucha ' Chaucha triploide Grupo
2n=3x=36 Andigenum
. .. . .. S. tuberosum Grupo . .
S. juzepczukii S. juzepczukii Juzepczukii S. juzepczukii
S tgsggosum S. tuberosum S. tuberosum Grupo tet?étlljgi%reoéjrrg 0
SP. subsp. .andigena Andigenum plo P
on=dx=48 .andigena Andigenum
S S. tuberosum S. tuberosum
S. tuberosum S. tuberosum Grupo .
subsp. . tetraploide Grupo
subsp. tuberosum Chilotanum .
tuberosum Chilotanum
2n=5x=60 S. curtilobum S. curtilobum Grupo Curtilobum S. curtilobum
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3.4.3 IMPORTANCIA DE LA PAPA

La papa ocupa el tercer lugar mundial en importancia alimenticia, superando al maiz, el
trigo (FAOSTAT, 2013). Es una herbacea, tuberosa, perenne de tallo erecto y semi-
decumbente que puede alcanzar hasta un metro de altura. La papa produce tubérculos los
cuales son alimentos nutritivos, que contienen significativos contenidos de carbohidratos,

aminoacidos y vitaminas importantes para la dieta humana (FAO, 2009). La especie es

agua 72-75 por ciento almidon 16-20 por ciento

proteinas 2-2,5 por ciento

fibra 1-1,8 por ciento

“ﬁ: e

altamente heterocigota, y en gran medida se reproduce vegetativamente.

Figura 1. Composicion quimica del tubérculo de la papa (FAO, 2009).

Las actuales actividades de mejoramiento de papa estan destinadas a desarrollar nuevas
variedades de alto rendimiento con resistencia a plagas y enfermedades, al mismo tiempo,
el cumplimiento de los requisitos de calidad cada vez mayores de los consumidores y la
industria de procesamiento de papa. La mayor parte de las caracteristicas previstas para la
mejora son los rasgos cuantitativos para el que la variacion fenotipica depende tanto de
factores genéticos y ambientales. La base molecular de muchos de estos rasgos es, sin

embargo, poco conocida (Uitdewilligen, 2012).
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3.4.4 EVOLUCION Y DISTRIBUCION DE LA PAPA

La presencia de diploides en especies silvestres y cultivadas sugiere que la evolucion de
estas especies se ha dado desde las diploides hasta las pentaploides, siendo estas las mas
recientes y las especies diploides las mas primitivas (Vasquez, 1988).

Una de las principales preferencias al momento de domesticar papa fue la disminucién de
los estolones, presente en las papas silvestres (Hijmans et al., 2002), lo que favorecia la
concentracion de los tubérculos al pie del tallo y por lo tanto un menor tiempo en su
substraccion y cosecha. En cuanto a la forma y color de los tubérculos los agricultores
andinos mantuvieron una mayor variedad en las especies cultivadas respecto a las especies
silvestres (Smartt y Simmonds, 1995). Se buscaron, asi mismo, siempre variedades con
resistencias a factores abidticos, tubérculos de alta produccion, precocidad, buen tamafio y
sabor, siendo todas estas caracteristicas compartidas para todas las papas cultivadas, a

pesar del gran polimorfismo que existen entre ellas (Matsubayashi, 1991).

2N = 5X.= 60 curtilobum

tuberosum ‘
Mi=36

andigena XS Gametosinojreddcidos
acaule

ZN=2X=124
goniocalyx. ~_ ajanhuiri
phureh{a -
utacion
ni=12 T a ni=12
eleccion
XEsEmm—=— Stenotomum %o =t
T n=12 Seléccion I Hibridizacion

sparsipilum megistacrolobum
Domesticacion

Sileptophyes(2X)SablkasoVii i(2x)dentroidel
ComplejoiSibrevicaule(Spoonerietial 52005)

Figura 2. Domesticacion y especiacién de las papas cultivadas. (Fuente: William
Roca, diagrama basado en las teorias de Hawkes (1990) & Salaman (1937))

La dindmica evolutiva de la papa, segun Hawkes (1994), se inicié con la especie diploide

S. Stenotomun, considerada la més primitiva de todas las especies cultivadas (ver figura 2),
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debido a que sus caracteristicas se asemejan a las papas silvestres. La hibridacién natural
de S. Stenotomun con la especie silvestre S. Sparsipilum seguida de una duplicacion
cromosomica habria dado origen a la especie tetraploide S. tuberosum subsp. andigena en
los Andes centrales (Crib y Hawkes, 1986). Esta subespecie fue llevada y domesticada al
sur de Chile, donde se adapt6 a dias largos, evolucionando y probablemente originando a
S. tuberosum subsp. tuberosum por procesos de hibridacién de S. tuberosum subsp.

andigena con una especie silvestre boliviana o argentina (Hawkes, 1990).

La especie S. goniocalix se origind por procesos de mutacion de S. stenotomun y presenta
en la actualidad una gran diversidad que ocupa regiones desde el Norte del Peru hasta el
centro de Bolivia. S. phureja por otro lado surgio por procesos de seleccion artificial a
partir de S. stenotomum, esta especie se caracteriza por tener ciclos de dormancia muy
cortos y tener un rapido desarrollo de los tubérculos, estas importantes cualidades permiten
a los agricultores a tener hasta tres cosechas al afio en las zonas bajas y célidas de los

andes, se distribuye a partir de los Andes de Venezuela hasta la zona central de Bolivia.
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- \ | -
\ \ | :
b S. tuberosum subsp tuberosum O S. tuberosum subsp andigena

O S. chaucha, S. juzepczukii, S. curtilobum

Figura 3. Distribucion geogréafica de las especies S. tuberosum subsp. tuberosum, S.
tuberosum subsp. andigena, S. chaucha, S. juzepczukii y S. curtilobum. (Fuente:
Hawkes, 1990)
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OS. stenotomum O S. phureja O S. ajanhuri

Figura 4. Distribucion geografica de S. stenotomum, S. phurejay S. ajanhuri. (Fuente:
Hawkes, 1990)

S. stenotomun dio origen ademas a 3 especies mas por procesos de hibridacion: S. ajahuiri
(hibridacion con S. megistacrolobum), S. Juzepczukii (hibridacién con S. acaule) y S.
chaucha (hibridacién con Solanum tuberosum subsp. andigena). S. ajahuiri se caracteriza
por ser una papa amarga sembrada a los alrededores de lago Titicaca (Huaman et al.,
1982). S. Juzepczukii por su parte se caracteriza por ser una especie triploide resistente a
heladas, abarcando territorios desde la zona sur del Peru al centro de Bolivia (Figura 3).
Otro de los hibridos triploides es la especie S. chaucha. Los hibridos triploides abarcan

grandes territorios desde los Andes centrales del Per( hasta el centro de Bolivia.
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La hibridacién de S. juzepczuki con S. tubersoum subsp. andigena dio origen a una nueva
especie pentaploide de papa cultivada, S. curtilobum, especie que conforma una de las dos

papas amargas de las zonas altoandinas junto con S. juzepczukkii (de Haan et al., 2010).

3.4.5 CONSERVACION DEL CULTIVO DE PAPA

Para la papa se estan utilizando las dos metodologias de conservacion, tanto ex situ como
in situ. Sin embargo esta Ultima recién se esta poniendo en préctica en la Gltima década, los

recursos genéticos de papa de mayor estudio se encuentran conservados de manera ex situ.

Siendo la papa perteneciente a las especies de propagacion clonal, en la conservacion ex
situ se utiliza principalmente la conservacion en campo, in vitro u otras técnicas para el
cuidado de este cultivo. Sin embargo, la conservacion en campo implica muchas
desventajas, como el requerimiento de espacio y la necesidad constante de mano de obra,
control de plagas y enfermedades, desastres naturales y perdida de integridad genética.
Pese a estas desventajas sigue siendo una de las alternativas de principal uso, ya que facilit
la distribucion del material (FAO, 2010).

La conservacion in situ de la papa ha recobrado fuerzas en la Gltima década, generandose
diversos estudios con participacion de los agricultores (de Haan, 2009; de haan et al.,
2010; Del Rio et al., 1997). Lamentablemente los estudios realizados hasta el momento son
muy pocos, siendo un area con gran potencial para investigacion a lo largo de todo el Perd,
la busqueda de zonas con gran diversidad es inminente para entender mejor las relaciones

inherentes que existen en los agroecosistemas.

3.5 DEPARTAMENTO DE JUNIN

El departamento de Junin se encuentra ubicado en la parte central de Peru, su clima (valles
y quebradas en un promedio de 3500 msnm) es templado y seco, con marcadas diferencias
de temperatura durante el dia (de 5 a 25 grados Celsius). El departamento ostenta varios
pisos ecoldgicos, teniendo en su sierra baja (yungas y quechuas) y en la sierra alta (suni,

punas y cordilleras). Por otro lado la zona de selva posee un clima tropical. Junin fue
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creado el 13 de setiembre de 1825 y se encuentra divido politicamente por 9 provincias:
Huancayo (capital), Chupaca, Junin, Tarma, Yauli, Jauja, Chanchamayo, Satipo y

Concepcion (Figura 1).

MA PA POLITICO DEL DEPARTAMENTO DE JUNIN

PASCO

UCAYALI

AYACUCHO

J HUANCAVELICA

Figura 5. Mapa politico del departamento de Junin.

En todos los aspectos referentes a la diversidad bioldgica, la region Junin posee diversidad
ecoldgica de climas, pisos ecolégicos y zonas de produccion, y de ecosistemas
productivos. En la region Junin, sus diferentes altitudes y climas, generan condiciones
excepcionales para el desarrollo de diversos cultivos. Facilita que prospere una amplia
gama de productos agricolas, muchos aln nativos; asimismo, es propicio para una gran
diversidad de especiesen la flora y fauna. La agricultura regional, en importante
porcentaje, depende de los recursos genéticos nativos, como las papas, el maiz, los frijoles,

los frutales (naranjo, pifia, palta, papaya, tuna, camu camu, anona, aguaje, etc.).

El departamento de Junin cuenta con 44, 197 23 Km? de superficie, siendo su densidad
poblacional registrada de 27.7 Hab/Km?, en el afio 2007 es. La tasa poblacional registro un
incremento de 1.1% (INEI, 2011).

El clima dentro del departamento de Junin varia de acuerdo con la altitud. En los valles

interandinos (mayoritariamente en las provincias de Junin, Yauli, Tarma, Jauja,
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Concepcion, Chupaca y Huancayo) el clima es templado y frio, con poca presencia de
humedad (seco). Mientras que en la zona de ceja de selva y selva (provincias de
Chanchamayo y Satipo) el clima es calido y hdmedo, con abundantes lluvias de

noviembre a mayo.

La papa constituye el principal cultivo de la zona sierra. Con 23, 168 hectareas cosechadas
durante el 2011 se consolidé como el tercer productor nacional con 4, 169 mil toneladas
producidas (10.2 por ciento del total nacional), después de Puno y Huanuco (INEI 2011).
No obstante, debido a su ubicacion geografica, Junin y Huanuco se constituyen en los
principales ofertantes de papa al mercado limefio, principalmente durante el primer

trimestre del afio.

3.6 MARCADORES MOLECULARES

En genética, un marcador molecular es un segmento de ADN diferenciado cuyo patrén se
transmite de generacidn en generacion y se puede detectar mediante diversas técnicas, es
asi como cualquier diferencia en la secuencia de ADN entre dos 0 més individuos pueden
servir de marcador genético (Hartl y Jones, 2009). Un marcador debe fundamentalmente
ser selectivo neutralmente, es decir, no estar influenciado por el medio ambiente (siendo
esta caracteristica una de sus principales ventajas frente a otros marcadores), asi mismo
debe de seguir las leyes mendelianas de herencia para poder ser usados como herramientas
para detectar patrones taxonomicos, de diversidad y demogréaficos (Selkoe y Toonen,
2006).

La manifestacion de multiples alelos presentes en cada gen, genera la variacion genética,
esta diversidad se presenta en la mayoria de poblaciones naturales. A estos maltiples
estados que puede poseer un gen se le conoce como polimorfismos, los marcadores
moleculares que su seleccionaran para una determinada especie o poblacién deben de ser
capaces de detectar el mayor numero de dichas variaciones. Existen diferentes técnicas
moleculares para la busqueda de estas variaciones, sin embargo no existe un método o
técnica ideal, ya que cada una puede representar multiples ventajas como sus limitaciones.
La técnica sera elegida principalmente dependiendo de los objetivos del estudio, los costos

y de la vigencia de la técnica (Hartl y Jones, 2009).
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Segin Spooner et al. 2005, podemos definir 2 categorias basicas de marcadores
moleculares, los basados en la técnica de PCR y los que no. Sin embargo en la actualidad
la coleccion de marcadores moleculares se ha incrementado potencialmente, a pesar de que
muchos de estos se basan en la técnica de PCR, los procesos de automatizacién modernos
requieren el conocimiento de las secuencias y por lo tanto técnicas de secuenciamiento
modernas. Entre algunos de estos marcadores encontramos a los SNPs, teniendo técnicas
como SBP (Sahu et al., 2012) o GBS (Elshire et al., 2011). Para el entendimiento de estas
técnicas es necesario entender la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa que se

presentara a continuacion

e Técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (pcr)

En el afio de 1993 Kary B. Mullis, recibi6 el Premio Nobel al inventar el método de la
reaccion en cadena de la polimerasa, método con el cual se pudo obtener grandes
cantidades de ADN amplificado selectivamente (Hartl y Jones, 2009). ElI método permite
multiplicar la cantidad de ADN inicial, tras etapas y ciclos de repeticion, el detalle de la

técnica se puede encontrar en el ANEXO IV.

La principal limitacion de la técnica se debe a que las secuencias de los extremos que
flanquean la regidén deben de ser conocidos para sintetizar el par de iniciadores, sin
embargo, en los ultimos afios debido al fuerte incremento de técnicas de secuenciacion, el

reconocimiento de estas secuencias ya no es una gran limitante.

La técnica de PCR estimulo al menos 3 grandes avances en el estudio molecular (Avise,
2004): el desarrollo avanzado de iniciadores especificos de amplificacion, que permitia el
rapido secuenciamiento de fragmentos de ADN y abrian la puertas a grandes contenidos de
informacidn filogenética, disponibles en la actualidad; se introdujo el uso de marcadores
microsatélites, que superaban por mucho los niveles de heterocigosis de otras técnicas
moleculares usadas hasta el momento y el nimero de alelos por locus; y por Gltimo, que se
podian amplificar secuencias de ADN desde minusculas cantidades de ADN de un tejido,

reduciendo de esta manera los precios y tiempo en métodos de extraccion complicados.
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3.6.1 TECNICAS DE HIBRIDACION O QUE NO SE BASAN EN LA TECNICA DE
PCR

En esta categoria encontramos a los marcadores RFLP (Polimorfismos largos de
fragmentos por restriccion), mediante esta técnica se digiere el ADN por accion de enzimas
de restriccion y se obtienen fragmentos de restriccion polimorficos, estos son separados
por electroforesis y revelados luego por hibridacion mediante la técnica de Southern Blot
(técnica molecular donde se realiza una hibridacion de la sonda radioactiva). Dentro de

esta categoria también se encuentran los marcadores minisatélites.

A pesar de ser altamente reproducibles y presentar codominancia como importantes
ventajas, estos marcadores dejaron de utilizarse debido a multiples desventajas, tales como
el carecer de una buena cantidad de enzimas de restriccion necesarios para detectar
polimorfismos; no ser posible el uso de enzimas para especies relacionadas
taxonomicamente, lo cual aumentaba los costes y tiempos de trabajo al comenzar los
estudios para cada organismo; ser dificiles de automatizar; y ademas necesita grandes
cantidades de ADN de buena calidad (sin contaminantes que interrumpan la reaccion de las

enzimas).

3.6.2 TECNICAS BASADAS EN EL PCR

Dentro de estas técnicas tenemos dos subgrupos:

a. Técnicas con iniciadores arbitrarios

Con la aparicion de la técnica de PCR se dispuso de varias nuevas técnicas que
carecian de las limitaciones que presentaban las técnicas de hibridacion. Entre estas
técnicas encontramos dos grupos:

e Técnicas con iniciadores de PCR de mdltiple arbitrariedad

Los iniciadores arbitrarios se utilizaron junto con el PCR para amplificar diferentes

regiones de ADN. Cada regién contendria dos secuencias cortas complementarias a cada
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iniciador aleatorio (ubicandose estas secuencias en hebras opuestas y no muy separadas) y

la zona de amplificacion.

La version mas utilizada dentro de este grupo de técnicas fue la amplificacion
aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), donde se separan los productos de amplificacion
en geles de agarosa en presencia de bromuro de etidio y visualizados por luz ultravioleta.
Otras técnicas utilizadas fueron los iniciadores arbitrarios de PCR (AP-PCR) y las huellas
de amplificacién de ADN (DAF), los cuales diferian de los RAPD en tamafio y método de

separacion.

Presentan multiples ventajas como el no requerir enzimas de restriccion o
informacidn de las secuencias, no se utilizan técnicas de hibridacion, es una técnica rapida,
presenta bajos costos operativos, trabaja con bajas concentraciones de ADN y es
automatizable. Sin embargo, era inconsistente y no mantenia su reproducibilidad, ademas
de generar marcadores dominantes y problemas de comigracion que dificultaban la

asignacion de las bandas.

e Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

Los AFLP son marcadores moleculares que combinan la digestion de enzimas de
restriccion y la técnica de PCR. Inicialmente se corta el ADN con dos enzimas (una de
corte raro y otra de corte frecuente), para luego adherir (mediante el uso de la enzima
ligasa) adaptadores de 1, 2 o 3 nucledtidos (pudiendo ser estos A, G, C o T). Estos
adaptadores proporcionan secuencias conocidas a los iniciadores utilizados, y cuando estos
reconozcan una secuencia amplificaran la region de ADN. Esta Ultima etapa consiste de
dos amplificaciones, una pre-selectiva, donde se emplean iniciadores que reconozcan un
nucledtido arbitrario y luego, este producto de amplificacion es empleado en una segunda
amplificacion selectiva empleando iniciadores que poseen dos nucle6tidos selectivos

adicionales al primero.
En la practica se consiguen alrededor de 50 a 100 fragmentos amplificados por

ADN, los cuales son separados por geles de poliacrilamida y revelados por rayos X,

fluorescencia, marcadores no radioactivos y procedimientos de tincion con plata.
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Los AFLP son aplicables a todas las especies y son reproducibles, son marcadores
dominantes y altamente polimoérficos. Sin embargo necesitan buena cantidad de ADN (0.3-

10ug por reaccidn), son demandantes debido a sus dificultades técnicas.

b. Técnicas con iniciadores sitio especificas

Este grupo de técnicas se caracteriza por obtener los amplicones en base al disefio
de iniciadores que amplifican regiones especificas del genoma. El conjunto de estas
técnicas tiene como requisito el conocimiento previo de las secuencias a amplificar o a las
secuencias flanqueantes de ésta. Entre los marcadores mas utilizados en este grupo
encontramos a los marcadores microsatélites (detallados adelante); u otras técnicas como
la secuencia polimérfica amplificada y cortada (CAPS) o PCR-RFLP; y secuenciamiento
por PCR.

Estos tipos de marcadores son altamente polimorficos y brindan gran cantidad de
informaciéon al investigador. Asi mismo revelan informacién sobre las relaciones
filogenéticas. Pese a sus ventajas su disefio es costoso y demanda considerable cantidad de

tiempo.

En la Figura 1, podemos observar la evolucion y uso de los marcadores moleculares
hasta el afio 2003 (pese a su antigliedad ilustra dindmicamente el avance en técnicas
moleculares). En la actualidad las técnicas moleculares han desarrollado rapidamente,
descubriendo técnicas de secuenciacion que permiten encontrar diferencias a nivel de
nucleétidos, alguno de estos marcadores son los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs), los microarreglos, entre otros. Estas técnicas a pesar de tener un dificil acceso en
sus inicios hoy en dia gracias a su atomizacion son de mayor acceso a diferentes programas
de investigacion por lo que serd posible obtener mucha mayor cantidad de datos y en
menor tiempo con tan solo mandar ADN a los diferentes laboratorios alrededor del mundo
que ofrecen estos servicios (Schlétterer, 2004b).
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Figura 6. Evolucion de los marcadores moleculares desde el afio 1966 hasta 2003,
tomado de Schlétterer (2004b).

Los descubrimientos en biologia molecular de los ultimos afios han permitido abrir
la posibilidad de emplear distintos tipos de herramientas moleculares para mejorar la
identificacion de variaciones genémicas en distintos organismos. En los ultimos 15 afios
hemos sido testigos de nacimiento de distintas colecciones de marcadores moleculares con
gran rendimiento, junto al cambio de manejo de deteccion manual a uno completamente

automatizado.

3.7 MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITES

3.7.1 GENERALIDADES

Se sabe que una gran proporcion del genoma de organismos eucariontes estd compuesta
por secuencias variables repetidas en el ADN. Experimentos en los inicios de los 80
demostraron que los genomas eucariontes estan densamente poblados por diferentes clases
de secuencias repetidas, unas mas complejas y otras mas sencillas (Hamada et al. 1982).

Un microsatélite consiste de dos regiones flanqueantes a una secuencia motivo repetida en
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tandem. Esta a su vez son secuencias de 1 a 4 (Ferreira & Grattapaglia 1998), de 1 a 9
(Hartl y Jones, 2009), o de 1 a 6 (Selkoe y Toonen, 2006) nucleétidos (la variacion en el

namero de nucledtidos depende de las especies en estudio).

Los marcadores microsatélites han recibido diferentes nombres como secuencia objetivo de
sitios microsatélites o en inglés “Sequence Tagged Microsatellite sites” (STMS)
(Beckmann & Soller, 1990); repeticiones de secuencia simple (SSR en sus sigla en inglés);
repeticiones en tandem de nimero variable o en ingles “variable number tandem repeats”
(VNTR); y repeticiones en tandem cortas o en ingles “short tandem repeats” (STR), entre
otros. Las secuencia motivo de los microsatélites tienen una alta frecuencia de mutacién,
debido a eventos de deslizamiento de la Taq polimerasa o errores en el editado durante la
replicacion de ADN, que vienen a ser los eventos principales en cambiar el nimero de

repeticiones y asi el tamafio del motivo (Eisen, 1999, citado por Selkoe y Toonen, 2006).

Un loci microsatélite tipicamente varia en tamafio entre 5 a 40 repeticiones, siendo los
motivos di-, tri- y tetranucleotidos los de mayor estudio en los analisis moleculares (Selkoe
y Toonen, 2006). Li et al. (2002), muestra que las repeticiones de mononucleotidos, se
encuentran en altas frecuencias, pero no son tomadas en cuenta por su baja confianza, ya

que presentan problemas de amplificacion.

Debido a que los alelos se diferencian en tamafio, se pueden distinguir a través de geles de
poliacrilamida de alta resolucion con gran detalle, permitiendo asimismo la fécil y rapida
caracterizacion de una gran cantidad de individuos en corto tiempo. La mayoria de los
microsatélites presentan una alta tasa de mutacion, se ha encontrado desde 102 a 10°
mutaciones por generacion y un promedio de 5x10™, tales tasas generan una alta diversidad
alélica de importancia para estudios genéticos de procesos que ocurren en escalas de
tiempo cortos (Schlétterer, 2000). En plantas, los sitios de microsatélites estan
ampliamente distribuidos con una frecuencia de uno cada 50 mil pares de bases (Ferreira 'y
Grattapaglia, 1998).

Los marcadores microsatélites presentan muchas ventajas sobre otros marcadores entre los
que podemos mencionar bajos costes operacionales, codominancia, multialelismo,
hipervariabilidad, alta calidad de bandas, alta reproducibilidad de bandas, faciles de

automatizacion y permiten utilizar ADN de baja calidad (Spooner et al., 2005).
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A pesar de tener muchas ventajas sobre otros marcadores, los microsatélites también
poseen muchos desafios y dificultades que complican y confunden su analisis
Afortunadamente muchas de las desventajas pueden evitarse al momento del disefio de los
iniciadores, para esto hay que tener en cuenta respetar la longitud minima de 20 pb, un
porcentaje mayor al 50% entre nucleétidos guanina y citosina (la especificad disminuye si

es que no se tiene) y por Gltimo la temperatura de “fusién” debe ser mayor 55°C.

Una de las desventajas es que los iniciadores raramente trabajan para todo un grupo
taxonémico, por lo que tienen que desarrollarse para cada especie. Sin embargo, en la
actualidad existe una alta cantidad de informacion y base de datos proporcionada por la
bioinformética que minimizan este problema. Sin embargo, el disefio de iniciadores para
especies no investigadas y de grupos taxondémicos lejanos todavia es un desafio
(Schiotterer, 2004b).

3.7.2 USOS DE MICROSATELITES EN PAPA

Los marcadores microsatélites han sido usados en papa para estudios de diversidad,
estructura genética, clasificacion taxondmica, rastreo de migraciones de germoplasma,
identificacion, mapas de ligamiento genético, para establecer colecciones nucleo y para
investigaciones de identificacién de haplotipos compartidos en colecciones del banco
genético (Ghislain et al., 2008)

Para los estudios en diversidad uno de los factores que determina el uso de una técnica es
su vigencia y el costo. Por ello, si se tiene un gran nimero de cultivares a analizar se
necesitaran aquellas técnicas que permitan evaluar grandes nimeros de muestras y loci.
Otro de los aspectos importantes al momento de elegir una técnica molecular es su
capacidad para trabajar con gran cantidad de datos y establecer, mediante analisis
estadisticos estimaciones de diversidad entre y dentro de las poblaciones en estudio
(Selkoe y Toonen, 2006).
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3.8 SISTEMA LI-COR

En 1971, LI-COR Biosciences introdujo por primera vez instrumentos de medicion
utilizando haz de luz para investigacion cientifica en plantas. En la década de 1980, LI-
COR centr6 su investigacion y desarrollo en el campo emergente de biotecnologia y es asi
que el sistema de analisis LI-COR para secuenciamiento de ADN se convirtié en un

estdndar mundial para fiabilidad y exactitud.

La tercera generacion de estos equipos introdujo el sistema analizador de ADN 4300,
basado en la tecnologia LI-COR Biosciences, permitiendo la deteccion de ADN utilizando
marcadores fluorescentes. De esta manera, el sistema introdujo el uso de marcadores
moleculares microsatélites y AFLP. Asimismo también se uso en las técnicas de induccion
de lesiones en genomas locales objetivos o en inglés “Targeting Induced Local Lesions in
Genomes (TILLING).

En el sistema LI-COR, los microsatélites son amplificados, usando fluorescencia en el
infrarrojo. En el PCR por complementariedad de bases se incorpora el iniciador marcado
con IRDye™ (marcador infrarojo) formando asi parte del amplicon. Los fragmentos con
cadena terminal marcada con IRDye se separan conforme su tamafio en un gel de
poliacrilamida. Un laser excita el marcador infrarrojo del fragmento de ADN conforme
este va migrando y pasa por la ventana de deteccion (LI-COR, 2003). Al final de la
corrida el programa de cémputo traduce la informacion captada por los laseres,

construyendo asi imagenes, donde se aprecian las bandas amplificadas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

El total de muestras evaluadas correspondid a 516 cultivares nominales de papa nativa de
la zona suroeste de departamento de Junin. La coleccion se establecio en base de encuestas
a los comuneros y agricultores de la zona suroeste del departamento de Junin. Se eligieron
de este modo las comunidades donde se han reportado un gran ndmero de cultivares
nativos de papa (comunicacion personal con Stef de Haan). Los factores limitantes para la
colecta fueron el acceso a las comunidades y los consentimientos previos firmados por los
agricultores (donde aceptan compartir sus conocimientos andinos y el uso de su diversidad
para la investigacion), ademéas se eligieron los principales ganadores de ferias de
diversidad de cada comunidad. La iniciativa y estructuracion del estudio es propuesto por
el Centro Internacional de la Papa (CIP), en colaboracion con el Instituto Nacional de

Innovacion Agraria (INIA) y la Organizacion sin fines de lucro YANAPAL.

Para la seleccion de los cultivares dentro de la poblacion en estudio no se utilizaron
sistemas de clasificacion modernos (Ochoa, 1999; Huaman & Spooner, 2002; Spooner et
al., 2007), debido a que la informacién necesaria para utilizar esta clasificacion son
obtenidos recién después de la primera o segunda campafia (incluso es necesario contar
con la intervencién de curadores expertos para distinguir entre una u otra especie,
comunicacion personal con Stef de Haan). Por tal motivo la seccién se realiz6 en base al
conocimiento del agricultor, el cual reconoce cultivares en base a sus caracteristicas
morfoldgicas. Cada uno de los agricultores es capaz de identificar un maximo nimero de
cultivares Unicos con gran destreza y precision. Es critico mencionar que para la
conservacion in situ y busqueda de diversidad es importante encontrar un nUmero maximo
de cultivares, siendo un cultivar la unidad bésica de evaluacion y no el nimero de especies

distintas.



La coleccion provino de 3 provincias (Concepcion, Jauja y Huancayo), comprendiendo 5
distritos en total: Comas, MasmaChicche, Paca, Quillcas y Pucara. Se trabajaron asi mismo
con 7 comunidades y 10 agricultores representantes de cada comunidad (considerando en
los casos de MasmaChicche y Quillcas, 2 y 3 agricultores respectivamente, debido a una
amplia diversidad distinta entre ellos). Se puede observar en la Tabla 2 el nimero de
cultivares obtenidos por cada comunidad, distrito y provincia. El total de cultivares que
aparece en la Tabla 2 es de 444, esto se debe a que se realiz6 una reduccién de 72
cultivares debido a que presentaban alto contenido de datos moleculares perdidos (en la

seccion de resultados y discusiones se evalud el resultado de esta reduccion).

Tabla 2. Tabla resumen con rango codigos de los cultivares. Donde se pueden observar
el nimero de cultivares por comunidad (NCC), distrito (NCD) y provincia (NCP) de la
zona suroeste del departamento de Junin. RC rango de codigos.

RC NCC | COMUNIDAD NCD DISTRITO NCP | PROVINCIA
Jool - 1054 48 Pomamanta
73 Comas .
Jos5-1082 | 25 Racracaya 231 [Concepcion
1207 -1395 | 158 Marcavalle 158 Pucara
1083 - 1476 83 |Masmachicche 83 Masmachicche _
117 Jauja
1477 - 1516 34 Paca Paccha 34 Paca .
Jo96 - 1145 | 41 Rangra _
: 96 Quillcas 96 Huancayo
1146 - 1206 55 Quillcas
a44 TOTAL

Ademés se obtuvieron las coordenadas geograficas referenciales de cada una de las
comunidades en estudio (Tabla 3), utilizando la base de datos geograficos de comunidades
andinas del CIP (comunicacién personal con Franklin Plasencia, RIU-CIP). Estas
coordenadas fueron ubicadas en el mapa politico y geografico de Junin, como se visualiza

en la Figura 7 y Figura 8 respectivamente.

El rango de altitudes se encuentra desde los 3312 msnm (Quillcas) hasta los 4024 msnm
(Racracaya), que también se puede observar en la Tabla 3. Todas las comunidades con
excepciéon de Quillcas se ubican dentro de la region natural Suni donde se tiene en
promedio un clima templado frio con una temperatura anual de 12 °C. Mientras que
Quillcas se ubica dentro de la region natural Quechua, con climas variados, desde

templado a templado frio dependiendo de la altitud, latitud y época del afio, siendo las
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temperaturas entre dia y noche variables, esta regioén es considerada excelente para la

actividad agricola y ganadera (Brack, 1983).

Tabla 3. Latitudes, longitudes y altitudes de las comunidades en estudio.

COMUNIDAD DISTRITO PROVINCIA |DEPAETAMENTO| LATITUD |LONGITUD| ALTITUD
Pomamanta Comas Concepcion Junin -11.75 -75.13 3877
Racracaya Comas Concepcion Junin -11.74 -75.01 4024
Marcavalle Pucara Huancayo Junin -1222 -75.11 3853
Paca Paccha Paca Jauja Junin -11.69 -75.53 3614

Rangra Quilcas Huancayo Junin -119 -75.23 3799
Quilcas Quilcas Huancayo Junin -1194 -75.26 3312
Masma Chicche Masma Chicche Jauja Junin -11.79 -75.38 3673
Pasco ‘!r’ = :
/,\ W, .'--"v""“ Y nn o A - . 3 e (/'
./ ¥ N ‘ Ucayali \. ‘-.‘
i Junin Chanchamayo e ST )| . \\_‘ et -
‘!3‘ Tarma l A & E
v
) Yauli §
Y Junin
1 Satipo

. -
Jauja Paca Paccha | gg Corggpeion

5 PomamantaRacrataya
IMasmachiechie

Rangra

Quilicas g Huancayo gt lY "
Chupaca ? J,' Cusco
{Marcavalle -
Lima
{ Huancavelica
L Ayacucho
B Comunidades
i ' Limite Departamental
Q 30 80 120 Km

Limite Provincial
1

Figura 7. Ubicacién de las comunidades en estudio en Mapa politico de Junin
(Comunicacion personal, FlanKlin Placencia, RIU-CIP).
\
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Figura 8. Ubicacién de las comunidades en estudio sobre el Mapa geografico de
Junin.

4.1.2 MATERIAL QUIMICO

e 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanoediol*THAM (Sigma)
e 2-Propanol (Merck)

e Acido Borico

e Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA).

e Acrilamida (Sigma)

e ADN Fago Lambda (Gibco)

e Agarosa (Cibco, Ultra Pure™)

e Agua destilada

e Agua libre de nucleasas (Sigma)

e Alcohol 96 grados

e Alcohol Isoamilico (Sigma)

e ARNSsas (Sigma)

e Azul de bromofenol

e Bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) (Aldrich)
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e Buffer Blue Stop Solution (LI-COR, USA)

e Cianol xileno (Sigma)

e Cloruro de Magnesio (Sigma)

e Cloruro de Potasio (Sigma)

e Cloruro de Sodio (Merck)

e Dinocleotidos (ANTPS) (Sigma)

e Enzima Taq polimerasa

e Etanol absoluto (Merck)

e Hidroxido de Sodio (Merck)

e Iniciadores de microsatélites (Life Technologies)
e Iniciadores M13 (LI-COR)

e Isopropanol (MERCK)

e KB plus 6.5% gel Matriz (LI-COR)

e N,N,N’,N’-Tetrametiletileno-diamina (TEMED)
e Naranja G (SIGMA)

e Persulfato de amonio (APS)

e Polivinilpirrolidona (PVP)

e Revelador Gel-red.

e Sucrosa

e Sulfato de amonio

e B-mercaptoetanol (Sigma)

4.1.3 EQUIPOS

e Agitador magnético (CORNING)

e Autoclave (Forge, Everrett Mass)

e Balanza automatica, modelo adventure pro (OHANS)

e Bafio Maria, modelo 188 (Precision Scientific)

e Campana extractora LABCONCO (Protector Laboratoty Hood)
e Congeladora a-20°C y -70°C (Bosch)

e Destilador (Wheaton Instruments)

e Equipo LI-COR (LI-COR Bioscience)
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e Fuentes de poder para electroforesis, modelo 250 (Bethesa Research Laboratories,
Life Tecnologies)

e Fluorimetro TBS-380 (Turner BioSystems, USA)

e Horno de secado (Vacuum oven)

e Incubadora a 37°C (Precision Scientific)

e Liofilizador Speed Vac (Plus Savant, modelo SC110A)

e Maquina productora de cubitos de hielo (Scotsman)

e Microcentrifufa de 18 pozos, modelo 5415C (Eppendorf)

e Picocofuga para tubos de 1.7 y 2mL (USA Scientific)

e Picofuga de tubos en tiras de 200uL (USA Scientific)

e Microcentrifuga mini plate spinner (Labnet)

e Micropipetor multicanal de 10uL y 200uL

e Micropipetores de 0.1-2.5uL, 0.5-10uL, 1-20uL, 10-100uL y de 100-1000uL
(eppendorf)

e Moledora para microtubos FastPrep-24 (MPry).

e Potenciémetro, modelo Orion 4 Star (Thermo Scientific)

e Pipetor repetitivo (eppendorf)

e Refrigerador 4°C (Sear)

e Standar heatblock (WWR)

e Termocicladores Veriti 96 thermal cycler (Applied Biosystems)

e Transiluminador EpiChemi3Darkroom (Biolmaging systems)

e \Vortex

4.1.4 MATERIALES DE LABORATORIO

e Bolsas para autoclave.

e Cajas de tecknopor.

e Cajas y racks de almacenamiento.

e Cémara para electroforesis horizontal, modelo H4 (GIBCO)
e Campana extractora de gases

e Cinta adhesiva

e Cinta de autoclave.

e Computadora
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e Espétula de pléstico

e Esferas de ceramica

e Gradillas de plastico para 80 posos

e Guantes de pléastico esteriles.

e Matraces de 50, 100 y 200mL

e Moldes para geles de agarosa

e Papel aluminio

e Papel toalla

e Peines para geles de agarosa y poliacrilamida
e Piceta de 500mL

e Pinzas de acero

e Placas de dilucion de 96 pocillos

e Plumones marcadores indelebles

e Probetas de plastico de 1000 y 2000mL

e Probetas de vidrio de 50, 100 y 1000mL

e Puntas de plastico para pipetor repetitivo de 50uL y 5mL
e Puntas plasticas de 0.1 a 10uL

e Puntas plasticas de 1000uL

e Puntas pléasticas de 100uL

e Saramwrap™

e Tapas para placas de 96 pocillos.

e Tubos para microcentrifuga de 0.6, 1.7 y 2.0 mL
e Tubos en tiras de 200uL

e Vaso de precipitado de 50, 100, 200 y 500mL
e Vaso de precipitado de 500mL

4.1.5 PROGRAMAS DE COMPUTO

e DARwin 5.0 (CIRAD-FHHOR 2009)
e Saga Generation (LI-COR-Bioscience)

e Arlequin 3.5.1.2 (Swiss Intstitute of Bioinformatics)
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4.2 METODOS

4.2.1 MUESTREO DE MATERIAL BIOLOGICO

Los cultivares fueron sembrados y mantenidos a los largo del proyecto y en cada camparia.
Sin embargo para su facil estudio se sembro una réplica de toda la coleccion en los campos
experimentales de INIA en Santa Ana — Huancayo, donde se sembraron 5 repeticiones por
cultivar en cada surco. Se colectd de esta manera, de 2 a 4 hojas (dependiendo del tamafio)
de solo una planta por surco (sin repeticion). La coleccion ubicada en la estacion se obtuvo
de los departamentos de Concepcidn, Jauja, Huancayo y Chupaca. En la Tabla 2, podemos
observar los detalles de las comunidades en estudio dentro de cada departamento, como
también los agricultores que compartiendo sus conocimientos para la identificaron de los

cultivares.

Para la extraccion de ADN se colectaron las hojas, estas fueron conservadas en papel toalla
(debidamente rotuladas) y dentro de pequefios paquetes de plastico (rotulados).
Posteriormente se humedecieron ligeramente con agua destilada y se mantuvieron en

refrigeracion hasta el traslado a Lima para su posterior proceso en laboratorio.

4.2.2 EXTRACCION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Para la extraccion se utilizo el tejido foliar mas joven de los cultivares de papas nativas
recolectados en campo y llevados 2 dias después al laboratorio (manteniendo en frio las
muestras). La extraccion se realizd segun el protocolo de Doyle y Doyle (1990),
modificado a pequefia escala por el CIP, este se puede encuentra detallado en el ANEXO
.

4.2.3 EVALUACION DE LA CALIDAD Y CUANTIFICACION DE ADN

Las pruebas de calidad se realizaron en gel de agarosa al 1%, mediante electroforesis, se
utilizé como patrén de referencia el fago Lamdba digerido con la enzima de restriccion Pst
I. Para la preparacion de la muestra, se afiadio 1ul del ADN extraido (diluido en TioE;)
disuelto en 9 ul de tampon de carga SALB1X mas colorante intercalante de ADN, Gel

Red. Se utiliz6 la solucion tapén TBE 1X para la electroforesis y se corrié durante 50
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minutos a 90 voltios. Se revelaron los geles con la ayuda de un transiluminador
ultravioleta. Esta prueba se realizd con el objetivo de evaluar la presencia de ADN
extraido, concentracién aproximada e integridad de la banda (caso contrario su

degradacion).

Para cuantificar las muestras de ADN extraido se utiliz6 el Fluorimetro TBS-380. La
cuantificacion se realizO muestra por muestra, afiadiéndose a cada una el reactivo
Picogreen, el cual tiene la propiedad de intercalarse en la doble hebra de ADN,
permitiendo su deteccién con la ayuda espectrofluorimetro. Se utiliz6 como patrén ADN
de Salmon, siendo la concentracion de este de 500bg/ul. Se realizaron tres repeticiones y se

tomé como concentracion final el promedio de estas para las placas de dilucion.

4.2.4 DILUCION DE ADN

Una vez que se obtuvo las concentraciones finales de ADN para cada cultivar se
realizaron diluciones de los mismos en placas de 96 pocillos, llevandolas a una
concentracion inicial de 100ng/uL con agua libre de nucleasas (ANEXO II1): esta caja fue
nombrada como “caja de ADN stock”. A partir de esta caja se diluy6 una vez méas con agua
libre de nucleasas a una concentracion de 5ng/uL, en una nueva placa (caja para la
amplificacion). Esta se mantendrd a 4°C, debido a su uso constante. La caja con ADN

stock se mantendra a -20°C.

425 AMPLIFICACION DE MICROSATELITES

a. Set de identificacion genética de papa

Para la amplificacién del ADN se utilizé la técnica de PCR (explicacion de la
técnica en ANEXO IV) con un total de 23 iniciadores del set de identificacion genética de
papa 0 en ingles de Potato Genetic Identity kit (PGl Kit) (Ghislain et al., 2008). El
proposito del desarrollo del set fue de seleccionar microsatélites con amplia cobertura
gendmica dentro de los grupos taxonémicos de papa cultivada, que tengan altos valores de
contenido de informacién polimoérfica y tengan de igual manera clara resolucion al

momento de caracterizarlos Ghislain et al., 2008).
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Estos microsatélites fueron seleccionados en base a su calidad, cobertura gendmica
(se seleccionaron 2 SSR por cromosoma) y contenido de informacion polimoérfica.  Asi
mismo se utilizaron marcadores de peso especificos para cada iniciador. Estos se
obtuvieron mezclando los ADN extraidos de plantas del banco genético del CIP, que
habian sido genotipados con anterioridad y por ello el tamafio de cada alelo era ya
conocido (Ghislain et al. 2008).

El set de identificacion genética de papa cultivada puede utilizarse para diferentes
objetivos, como: caracterizar germoplasma de papa, identificacion de variedades,
verificacion de identidad del germoplasma, identificacion de duplicados y manejo de

bancos genéticos.

b. Protocolo de amplificacion

Las amplificaciones de los microsatélites se realizaron mezclando 5ul de ADN a
5ng/uL. con 5uL de la mezcla maestra, que contiene: 2.5uL de agua libre de nucleasas
(NFW), 1uL de buffer Bobs a 10X (ver preparacion en ANEXO VI), 0.4uL de dNTPs a
5mM (ver preparacion en AnexoV), 0.2uL del iniciador de sentido a 1uM, 0.3 del iniciador
de antisentido a 1uM, 0.3uL del iniciador marcado con fluerescencia a 1uM y 0.3uL de

Tag polimerasa diluido 1:4 Buffer Tag.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en los termocicladores Veriti 96 well
Thermal Cycle, (Applied Biosystems), mediante el programa detallado en la tabla 4.
Inicialmente se utilizaron las temperaturas de hibridacién y el nimero de ciclos se de cada
SSR, segun el manual para la identificacién genética de papa (Herrera y Ghislain, 2000),
En la tabla 6 podemos observar las temperaturas de hibridacién para cada microsatélite y
el nimero de ciclos utilizado. Para 6 SSR se cambi¢ las temperaturas de hibridacion
originales por problemas de presencia de artefactos (Tabla 6). Las presencia de artefactos
es generada por la incorrecta hibridacion de los SSR a las secuencias especificas, esto
podria estar explicado debido a que el set de microsatélites de papa fue disefiado en base a
especies tetraploides del genero S. tuberosum subsp. tuberosum. Al aumentar la
temperatura de hibridacion se buscé que el porcentaje de hibridacion a las secuencias

especificas se incremente, generando asi iméagenes limpias de artefactos.
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Tabla 4. Programa de PCR, tiempos y temperaturas.

CICLOS | TEMPERATURA (°C) | TIEMPO (min)
94
1 T° hibridacion
72
94
29-31 T° hibridacion
72
72
4

SlUkR|FR|IFRIFRIFR|D>

4.2.6 ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Despues de la amplificacion de los microsatélites se afiadio a cada una de las reacciones
5uL de buffer Blue Stop Solution, para inactivar la Tag-polimerasa y asi detener la reaccion
en cadena totalmente. Antes de realizar la corrida electroforética en los equipos LI-COR,
se desnaturaliza cada uno de los productos de amplificacion a 94 °C por 1 minuto en el
equipo Standar heatblock WWR. Luego se colocaron las muestras en hielo y cargaron en
geles desnaturalizantes de policrilamida: acrilamida al 6.5% y urea 7M. A continuacion se
realizo la electroforesis vertical en el sistema automatizado LI-COR 4300 a 150 voltios en
tiempos que variaron de 70 a 100 minutos dependiendo tamafio esperado para cada uno de

los microsatélites. La electroforesis se realiz6 en un medio con amortiguador TBE 1X.

4.2.7 DETECCION, EVALUACION Y CARACTERIZACION DE AMPLICONES

Las imagenes obtenidas se calibraron con el programa Saga®" TM versién 3.3, siguiendo
las indicaciones del manual de Saga®’. Este programa permitio visualizar y calibrar los
pesos moleculares para las bandas que migraron y fueron reconocidos por los laseres a
longitudes de onda de 700nm y 800nm (LI-COR, 2003).

Durante la caracterizacion se obtuvo la informacion de presencia y ausencia de los alelos.
Se codifico la presencia de los alelos con el nimero 1 y la ausencia con el nimero 0. De
igual forma se codificaron con el nimero 9 tanto los datos perdidos, como los alelos nulos.
Sin embargo, en esta investigacion en la que se usé microsatélites altamente polimdrficos,

la presencia de alelos nulos en la poblacion tiene una baja tasa de ocurrencia.
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La calibracion de geles para su posterior caracterizacion se realiz6 utilizando marcadores
de peso conocidos para cada microsatélites. Estos marcadores permiten calibrar los geles
con mayor precisién que los marcadores comerciales de LI-COR, ya que se sittan en la
zona de amplificacion de cada microsatélites. La caracterizacion se realizd de forma

manual usando el programa Saga®', tomandose en cuenta solo bandas nitidas.

Es importante conocer que el equipo LI-COR y el programa de computo Saga®’ se
disefaron para evaluar organismos diploides, por lo que para caracterizar papas triploides,
tetraploides y pentaploides la caracterizacion se realiz6 sectorizando grupos de bandas de

dos en dos y caracterizando de esta manera cada zona independientemente.

4.2.8 OBTENCION DE LA BASE DE DATOS

Después de la identificacién y caracterizacién manual de alelos, el programa Saga®’,
permitio reportar la informacion a tablas Excel. Estas tablas muestran los pesos
moleculares de los alelos que se caracterizaron en el gel. Se obtuvo la tabla binaria
mediante el uso de un convertidor macro en linea programado y suministrado por el area
de informatica del CIP (comunicacion personal Oswaldo Chavez). El programa permitio
traducir la informacion de pesos moleculares en codigos binarios de presencias, ausencias
y datos perdidos, por ejemplo: si es que un iniciador “a” tiene un total de 4 alelos (con
pesos moleculares 200, 205, 210 y 230) y el ADN del cultivar 1 solo tiene 1 de estos alelos
(205), entonces el cultivar 1 para el peso 205 tendra un estado igual a 1 (presencia de la
banda con peso molecular 205), los demas alelos apareceran con estado O (ausencia para
las bandas 200, 210 y 230).

Se sigui6 este analisis generando la matriz de datos binarios. No se repitieron las
amplificaciones donde no se presenciaron alelos. La caracterizacion de alelos nulos no fue
necesaria para los objetivos del presente estudio, no repercutieron en la estimacion de

diversidad, debido a que su porcentaje es muy bajo.
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4.2.9 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Frecuencia y riqueza alélica

Las frecuencias alélicas relativas se calcularon a partir de la matriz de datos Excel (matriz
de presencia y ausencias de alelos) para cada locus, dividiendo el nimero de alelos
presentes entre la totalidad de alelos para un locus dado, tal y como muestra la siguiente
ecuacion:

nj

Xj:N

Donde:
X; = frecuencia del j-esimo alelo en el locus i de la poblacion
n; = Numero de repeticiones del alelo j en el locus i

N = Numero total de alelos en el locus i
La riqueza alélica se determiné a partir de la matriz de datos Excel mediante el conteo del

namero de alelos distintos dentro de la poblacion y para cada comunidad. Asimismo se

determind el nimero de alelos comunes y Unicos para la coleccion.
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b. Determinacion de la Heterocigocidad esperada (He)

La heterocigosidad esperada (He;) se calculé mediante la formula corregida de Nei

(Nei, 1987), su valor se calcula mediante la siguiente ecuacion:

m

__n 2
Hei_n—l (1_ij)

j=1

Donde:

n = ndmero de individuos en la poblacion

X; = frecuencia del j-esimo alelo en el locus i

m = nimero de alelos observados en el locus i

He; = probabilidad de que 2 alelos tomados al azar de la poblacién sean diferentes en el

locus i.

La heterocigosidad (He) es también conocida como diversidad genética de Nei
(Nei, 1973). Sin embargo para papa nativa esta definicion no es del todo correcta ya que el
cultivo de papa proviene de cruces al azar. Por este motivo, la He se calcul6 para el
presente estudio como un aproximado de la verdadera. Otro de los motivos, por los cuales
no se puede hayar la He verdadera, es que las papas nativas de la presente investigacion
son un grupo heterogéneo, con distintas ploidias y por esta razon presentan frecuencias
genéticas poblacionales diferentes. Como se menciond anteriormente no es posible
determinar el dosaje genético en poliploides a través de un método validado, por lo que no
es posible determinar las frecuencias genéticas pero si las frecuencias alélicas. De esta
manera se obtuvieron las frecuencias alélicas tomando en consideracion a los marcadores
microsatélites como marcadores dominantes (Rocha et al., 2010; Falush et al 2007) y son

estas las que se usaron para aproximar el valor de He esperada.

Al valor de He se le multiplicé el valor de correccion de Bessel (Allen y Savage,
2007), este factor es usado para corregir el sesgo estadistico en la estimacion de la
varianza poblacional (generado por motivos de seleccion, informacién o variables de
confusion). De esta manera se multiplica el valor de He por el valor de n/(n-1), donde n es
el nimero de cultivares de las muestras evaluadas. El valor obtenido de He final sera asi un

estimado de diversidad poblacional y no solo de la coleccion en estudio.
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C. Determinacion del contenido de informacion polimérfica

Conocido también como PIC (Polymorphic Information Content), siendo este la
probabilidad de identificar que homdélogo de un parental dado sera transmitido a la
siguiente generacion (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Su valor se calcula mediante la
siguiente:

k >
PIC =31 = ¥ p
3 7
i=1
Donde:
Pi: Frecuencia alélica relativa del enésimo alelo en el locus dado.

i y k: Limite inferior y superior para el nimero de cultivares.

Debido a que la poblacion total analizada es un grupo de diferentes cultivares (con
diferente nimero de ploidia, diferentes frecuencias alélicas y otras caracteristicas) el indice
de Nei se usé como indice de contenido polimorfico (PIC), el cual estima la eficiencia de
cada marcador para determinar polimorfismos en un locus dado (Smith et al., 1997; Soto,
2006). De igual manera que para los valores de He, lo valores de PIC fueron corregidos

con el valor de correccién de Bessel (n/n-1).

d. Matriz de disimilitud

Las matrices de disimilaridad son Ilamadas también matrices de proximidad, ya que
ayudan a discernir qué tan proximo se encuentran los individuos entre si. La matriz de
disimilaridad se cred6 a partir de resultados de presencia y ausencia (resultado de la
caracterizacion de alelos de imagenes LI-COR). Se tomaron en cuenta para la construccion

de la matriz solo aquellos cultivares que no superen el 5% de datos perdidos.

Para la creacion de la matriz se utilizé el coeficiente de Jaccard, que ha sido
utilizado en diferentes investigaciones de similaridad y diversidad en papa (de haan et al.,
2013; Ghislain et al., 2008; Spooner et al., 2007; Soto, 2006 y Condori, 2003). La

similaridad de Jaccard es comunmente utilizado como un indice para variables binarias y
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es definido como el coeficiente de la interseccién entre la unién de las variables en

comparacion:

J11
JO1+J10+ J11

d™ @, )=

La disimilaridad de Jaccard se define como d**° = 1 — d”*°. Donde d™" es la
distancia entre dos objetos iy j, para “n” variables binarias. En algunos casos, la similitud
de Jaccard se calcula como Djas = 2dBCD / (1 + DBCD), donde DBCD es la disimilitud

de Bray-Curtis (tal y como lo utiliza el software DARwin).

e. Analisis de agrupamiento

Una vez obtenida la matriz de disimilitud, se procedio al andlisis de agrupamiento,
utilizando el algoritmo de agrupamiento por medias no ponderadas (UPGMA) utilizado en
diferentes investigaciones de analisis de diversidad (papa (de Haan et al., 2013; Ghislain et
al., 2008; Spooner et al., 2007; Soto, 2006 y Condori, 2003). Con este método es posible
agrupar los cultivares usando métodos fenéticos y generando dendogramas, el método
UPGMA permitié la construccion de fenogramas taxondmicos, o arboles que agrupan
unidades operacionales taxonémicas (OTUs) por similaridad fenotipica o genotipica.
Mediante este analisis es posible partir o dividir una poblacion de “n” objetos o individuos
en un numero determinado de subgrupos, optimizando el grado de homogeneidad interna
de cada uno de éstos (Condori, 2003).

El principio de este método es encontrar pares de unidades taxondmicas
operacionales que reducen al minimo la longitud total de la rama (OTUs vecinos) en cada
etapa de la agrupacion. Las longitudes de las ramas, asi como la topologia del arbol se
consiguieron como consecuencia del céalculo de los valores de similitud de cada accesion
con las accesiones totales méas cercanas y asi formar una primera matriz derivada. Este
valor es obtenido al realizar la media aritmética no ponderada de cada accesion de la
matriz anterior con cada accesion del grupo. Posteriormente, se van formando grupos y
estimar los arboles filogenéticos se utilizd en método “Neighbor Joining” (NJ) (Saitou y
Nei, 1987). Este método obtiene el arbol que mas cercano al arbol filogenético verdadero

(no siendo éste siempre en de menor longitud) (Rolhf, 1992).
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El agrupamiento UPGMA se us6 para la generacion de dendogramas en el
programa DARwin (Perrier y Jacquemoud, 2006). La utilizacion del programa DARwin
tuvo como objetivo principal obtener las matrices de disimilaridad la distribucion de los

cultivares en el arbol filogenético y la identificacion de haplotipos compartidos.

f. Anélisis de la Variancia Molecular (AMOVA)

En base a la matriz de datos binarios se calcul6 la variancia de frecuencias génicas
dentro y entre las comunidades en estudio usando en andlisis de varianza molecular
(AMOVA, utilizando el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005).

Se estudid de esta manera tal como definié Cockerham (1969, 1973) la estructura
genética de las poblaciones mediante un sistema de andlisis de varianza. AMOVA
principalmente es similar a otros enfoques que basan el andlisis de varianza en las
frecuencias génicas, sin embargo AMOVA toma en cuenta el nimero de mutaciones o
diferencias entre los haplotipos moleculares. En un principio se utilizd AMOVA en
poblaciones humanas con el objetivo de analizar los perfiles de RFLP de ADN
mitocondrial (Excoffier et al., 1992). Luego AMOVA se utiliz6 para estudios de ecologia
animal (Huff et al., 1993), vegetal (Paffeti et al., 1998) y microbiana (Mengoni et al.,
2000) utilizando RAPDs, microsatélites y secuencias de ADN respectivamente. De esta
forma se han venido evaluando poblaciones de cultivos vegetales, Liu et al. (2003), analizo
la estructura genética entre grupos de lineas puras de maiz utilizando AMOVA vy
determind que el mayor porcentaje de variacién genética se daba dentro de los grupos y no
entre ellos. En otro estudio realizado por Pusadee et al. (2009), se analiz6 el grado de
diferenciacion genética de una variedad nativa de arroz proveniente de diferentes
subpoblaciones y se encontrd una diferencias genética significativa entre estas. Para el
cultivo de papa, de Haan et al. (2010) utilizo AMOVA para comparar la estructura

genética de subpoblaciones de papas nativas del departamento de Huancavelica.

Al momento de definir grupos de poblaciones, lo que se estd definiendo en una
estructura genética particular que serd evaluada, en este sentido para la presente
investigacion se realizé el agrupamiento de las papas nativas por comunidades (7 en total).

Para el presente estudio cada una de los cultivares nominales de papa nativa fue
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representado por un haplotipo. En la Tabla 5 se muestra los valores de variacion que se

calcularon entre las fuentes de variacion.

Tabla 5. Representacion de los componentes que definen un AMOVA.

Ginloa da Cuadrados
Fuente de variacion 3 Suma de cuadrados (SC) medios

libertad

esperados

Entre Poblaciones (P) SC (Entre Poblaciones/ dentro i
dentro de los Grupos P -G de los Grupos)
EniTe ickvidios () SC (Entre Individuos/ dentro
dentro de las de los Poblaciones) o
Poblaciones N-P
Total N-1 SC (Total) o’

La variacion genética segin AMOVA puede estar repartida dentro de las
poblaciones o entre las poblaciones asignadas. Una poblacion se define como poblacién
estructurada genéticamente si es que encontramos que el porcentaje de variacion entre las
poblaciones es alto en comparacion con la variacion dentro de las poblaciones (Excoffier et
al., 1992).

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) permite describir la variacion genética

entre 3 niveles, sin embargo para la presente investigacion se utilizé solo el dos, entre las

comunidades y entre los individuos dentro de cada comunidad.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 ANALISIS EXTRACCION DE ADN, PRUEBAS DE CALIDAD Y
CUANTIFICACION

Se extrajo el ADN de 516 cultivares de la zona suroeste del departamento de Junin,
algunas de las pruebas de calidad se pueden observar en la Figura 9, en las que se
obtuvieron 502 ADN sin degradacion y de buena calidad (bandas intensas y sin

degradacion). Ademas se obtuvieron 12 ADN parcialmente degradados.

Debido a que los microsatélites son usualmente cortos de tamafio (100 -300 bp) pueden ser
amplificados incluso con ADN degradados parcialmente, sin interferir en su amplificacién
(Taberlet et al., 1999). Por tal motivo la degradacion de estos 12 ADN no impidi6 que se

tomen en cuenta para su posterior amplificacion.
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Figura 9. Pruebas de calidad de ADN en agarosa. En la figura se pueden observar
algunas de los ADN extraidos en agarosa 1%. Las flechas en rojo sefialan los ADN
degradados mientras que la verde sefiala que no se visualizé6 muestra.

Las concentraciones encontradas para los ADN extraidos, mediante su deteccién con el

fluorimetro, se encuentran en un rango de concentracion de 200 a 250 ng/uL para el 86%



de la poblacién. Estas se diluyeron hasta obtener las 2 cajas de diluciones por cada 96
ADN, una a 100ng/uL y la segunda a 5 ng/uL.

Se compard la relacién entre la concentracion de ADN y la presencia de bandas en los
geles de agarosa de los 12 ADN parcialmente degradados encontrandose cada uno de éstos
dentro del rango de concentraciones de 200 a 250 ng/uL. Por otro parte se encontraron que
las concentraciones menores a 100ng/uL no necesariamente tenian relacion con la
intensidad y calidad de las bandas, siendo en varios casos la intensidad igual en bandas con

concentraciones mayores a 200ng/uL. que bandas con concentracion menor a 100ng/ulL.

Por lo presentado se puede conjeturar que no existe una relacién clara entre la cantidad y
la calidad de las bandas de ADN, el hecho de que existan concentraciones elevadas no
implica que la calidad de sus bandas sea buena o viceversa, por tal motivo siempre es
importante realizar las dos pruebas ya que son complementarias y ayudan a explicar la

incorrecta amplificacion de las muestras.

5.2 ANALISIS DE MICROSATELITES UTILIZADOS

5.2.1 MICROSATELITES CONSIDERADOS PARA LA EVALUACION DE
DIVERSIDAD

De los 23 loci microsatélites trabajados inicialmente se tuvieron que eliminar del analisis 2
de estos: el ST10003, debido a que presentaban alelos adicionales que parecian repeticiones
de un mismo patrén y alelos borrosos, imposibilitando la caracterizacion de alelos. Debido
a que STGO0001 presentaba dos morfologias de bandas, y sombras que impedian determinar

los pesos moleculares de diferencias de 1pb.

Para estos dos iniciadores se evalu6 como influia el cambio de temperatura de hibridacién
en mas y menos 2 grado Celsius, pero no se encontraron diferencias en las amplificaciones.
Por falta de recursos y tiempo no se pudieron modificar otras condiciones para optimizar
las amplificaciones para esta pareja de iniciadores, tomando la decision de no
caracterizarlos, ni tomarlos en los andlisis finales.

Con el objetivo de reducir la aparicion de artefactos no deseables (sobras, espejos y

tartamudeos), se modificaron las temperaturas de hibridacion de 6 microsatélites:
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STM1064, STPoAc58, STM0031, STM1106, STM5121 y STG0010 (se controlé que
dicho cambio no restrinja la visualizacion de las bandas). Solo para un caso se redujo la
temperatura permitiendo definir mejor los amplicones que se encontraban tenues con la
temperatura original (STM5121). Los cambios de temperatura se pueden observar en la
Tabla 6. Los cambios realizados en las condiciones del PCR permitieron eliminar sombras
y ruidos en los geles, permitiendo asi presentar resultados robustos, de mayor credibilidad

y precision al momento de caracterizarlos.

La capacidad de detectar cultivares polimorficos es evidenciado también en la Tabla 10,
donde podemos observar el nimero de alelos totales para cada uno de los microsatélites,
siendo aquellos con mayor nimero de alelos los siguientes: STM1052, STM5127,
STI0012, STM1106 y STI0030.
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Tabla 6. Microsatélite utilizados para la caracterizacion de papas cultivadas. Donde
TH O. es la temperatura de hibridacion original y TH M. la modificada. Co.O es el cédigo
original del microsatélite y Co. L es el cédigo utilizado dentro del laboratorio para facilitar
Su manejo.
! Rango de alelos obtenidos de la zona sur oeste del departamento de Junin
2 Rango de alelos obtenidos del banco de datos moleculares CIP

RANGO DE

N | INICIADORES TH THM. | NUMERO = | RANGO DE
o0 lcoLlo@)]| ¢ DE cicLOs | ALELOS™ | Al FL0s?
1 | STM1064 | S027 | 52 54 31 206-209 199-215
2 | STPoAC58 | S029 | 57 59 30 245-263 242-265
3 | STM1053 | S036 | 52 * 30 183-192 168-198
4 | STM0037 | S042 | 48 * 31 89-133 85-135
5 | STM0031 | S052 | 56 58 30 185-211 186-212
6 | STM1104 | S081 | 55 * 29 181-195 176-201
7 | STM1052 | S084 | 50 * 30 226-256 214-263
8 | STM1106 | S101 | 49 51 29 145-211 145-211
9 | STM5114 | S114 | 60 * 29 299-314 299-322
10| STM5121 | S121 | 50 49 30 300-309 297-309
11| STM5127 | S127 | 52 * 30 248-291 248-291
12| STG0001 | S179 | 58 * 29 * 137-163
13| STG0010 | S188 | 58 60 30 177-182 175-192
14| STG0016 | S194 | 55 * 31 143-172 137-177
15| STG0025 | S203 | 56 * 30 215-219 208-223
16| STI0001 | S209 | 60 * 30 194-212 194-215
17| STI0003 | S210 | 60 * 30 * 137-188
18| STI0004 | S211 | 60 * 31 95-121 83-126
19| STI0012 | S214 | 56 * 30 183-234 183-234
20| STI0014 | S216 | 54 * 30 136-151 127-157
21| STI0030 | S224 | 58 * 31 104-125 94-137
22| STI0032 | S225 | 61 * 29 127-148 127-148
23| STI0033 | S226 | 61 * 30 131-155 131-155

5.2.2 EVALUACION DEL CONTENIDO DE INFORMACION POLIMORFICA
(PIC) PARA LOS MICROSATELITES

En base a la Tabla 7, podemos observar que los valores mas bajos de PIC se encuentran
principalmente para 3 microsatélites, siendo estos: El STM1064, STG0025 y STI10033.




Los microsatélites mencionados presentan una baja capacidad para detectar polimorfismo
de la coleccién en estudio. Sin embargo esto no quiere decir que estos microsatélites no
son buenos en detectar polimorfismos en el cultivo de papa, Ghislain et al. (2008),
encontro valores de PIC mayores a 0.5 para estos tres microsatélites. Por lo tanto es posible
que los cultivares de papa de la zona sur oeste de Junin (y alrededores) carecen de la
presencia de estos alelos por procesos de mutacion, deriva genética, flujo genético o

cambio evolutivo dentro de la region.

Tabla 7. Valores de PIC para comunidades y coleccion total.

PIC
N S5R POMAMANTA | RACRACAYA| RANGEA] QUILLCAS] MARCAVALLE] MASMA CHICCHE] PACA PACCHA] TOTAL
1 STMI064 0.310 0.233 0.331 0.291 0.313 0.268 0.336 0.310
Z STPofcSE 0.713 0.738 0.753 0.732 0.725 0.723 0777 0.730
3 STMI053 0.643 0.656 0.643 0.663 0.652 0.665 0.660 0.650
4 STMOOST 0.673 0.710 0.637 0.713 0.703 0.724 0.743 0.708
5 STMO031 0.653 0.675 0.667 0.691 0.6 0.621 0.7z20 0.641
5] STMT04 0.563 0.572 0.535 0.533 0.585 0.302 0.305 0.571
T STMI0SE 0.775 0.738 0.733 0.508 0.5301 0.803 0.813 0.737
g STMTI06 0.836 0.861 0.853 0.830 0.823 0.832 0.861 0.831
3 STMS114 0.662 0.636 0.685 0.663 0.655 0.684 0.725 0.668
0 5TMS121 0.630 0.707 0.670 0.626 0.673 0.654 0.615 0.664
il STMS127 0.510 0.564 0.633 0.523 0.521 0.535 0.520 0.523
12 STE0010 0.515 0.613 0.594 0.625 0.5601 0.562 0.5582 0.5583
13 STGO01E 0.731 0.816 0.703 0.632 0.7 0.731 0. 746 0.742
14 STGO02S 0.150 0.342 0.130 0.158 0.205 0.174 0.105 0.1532
15 STI00mM 0.613 0.638 0.653 0.630 0.604 0.632 0.673 0.620
16 STI0004 0.526 0.633 0.654 0.672 0.533 0.554 0.701 0.616
7 STI0MZ 0.661 0.636 0.754 0.753 0.673 0.675 0.740 0.633
15 STI0014 0697 0.651 0655 0.6558 0654 0655 0.706 0.676
13 STI0030 0.733 0.540 0.763 0.817 0.736 0.783 0.827 0.730
20 STIN032 0.742 0.743 0.633 0. 746 0.718 0.718 0.751 0.720
21 STIOOS3 0.212 0.303 0.239 0.308 0.258 0.321 0.472 0291

5.3 CULTIVARES CONSIDERADOS PARA LA EVALUACION DE DIVERSIDAD

De los 516 cultivares analizados 72 de estos obtuvieron un porcentaje de datos perdidos
mayor al 5%, razon por la cual no se tomaron en cuenta para el analisis final. Se trabajo
solo con 444, donde los datos perdidos eran menores al 5%. Debido a la eleccion de 444
cultivares se perdié informacion de 2 alelos, teniéndose solo 160 de los 162 iniciales
encontradas para los 516 cultivares. Los andlisis y evaluaciones se realizaron en base a los

444 cultivares, para asi obtener resultados mas confiables y representativos.

Es importante mencionar que la no amplificacion de estos 72 también se debié a la
presencia de alelos nulos, es decir cultivares que no presentaron productos de
amplificacion detectables en ninguna de las repeticiones que se realizaron. Los alelos nulos

son producidos por procesos de mutacion como inserciones o deleciones que ocurren en las
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regiones flanqueantes al motivo repetitivo o microsatélite, por lo tano inhiben o anulan la
union de los iniciadores de dicho microsatélite, resultando en una reduccion o completa
perdida del producto de amplificacién (Callen et al., 1993; Schiétterer et al., 2004a). Es
importante saber que Ponce (2013), reporto que 7 cultivares procedentes de Junin, dentro
de una coleccion de 168 variedades del Per( (regiones norte, centro y sur), eran proclives a
presentar alelos nulos para el marcador STPoAc58. Este resultado puede estar relacionado
a un posible nimero de alelos nulos en la presente investigacion, sin embargo por falta de
presupuestos y no siendo este un objetivo de la tesis no se determiné si los cultivares de la
region Junin presentan o no alta tasa de alelos nulos para este u otros microsatélites. Los
microsatélites que reportaron mayor cantidad de alelos perdidos y/o nulos fueron el

STPoACc58 y STG0025, coincidiendo el primero con lo sefialado por Ponce (2013).

5.4 RIQUEZA Y FRECUENCIAS ALELICAS

5.4.1 NUMERO TOTAL DE ALELOS ENCONTRADOS EN LA COLECCION

Los 21 loci microsatélites mostraron patrones de bandas de buena calidad y alta resolucion,
permitiendo asi la facil identificacion de los alelos (Figura 10). Se obtuvo un total de 158

alelos diferentes (Tabla 8), en 444 cultivares.

El valor es semejante con los encontrados en otros estudios, como por ejemplo: 181 alelos
encontradas por de Haan (2009), el cual utilizo 18 SSR en 989 cultivares; 166 encontrados
por Soto (2006), el cual utiliz6 18 SSR en 79 cultivares y por ultimo 159 bandas
encontradas por Braun et al. (2004), el cual utilizo 15SSR en 75 cultivares. Sin embargo,
estos valores ayudan solo de referencia ya que el nimero de cultivares analizados no es
equivalente, ademéas de tener un origen (Soto, 2006 de Soto; Braun et al. 2004) de las
colecciones de banco de germoplasma y no de campo. Los cultivares del trabajo de Haan
son papas nativas recolectadas in situ y es un estudio muy similar al propuesto en el
presente trabajo de investigacion. Es por tal motivo que comparar estas dos poblaciones
permite concluir de manera méas cercana a la realidad, sin embargo se espera que la
coleccion evaluada por de Haan sea mas diversa debido a que tiene el doble en nimero de

cultivares.

55



5.4.2 ALELOS ENCONTRADOS

El mayor ndmero de alelos encontrados fue de 13 para el microsatélite STM1052,
asimismo el menor nimero de alelos encontrados fue de 2 para el microsatélite STG0025.

El promedio para el nimero de alelos es de 7.6,

Los valores promedios son semejantes a los valores encontrados en la literatura: 6.8
(Rocha et al., 2010); 8.7 (Soto, 2006); 10.5 (Braun et al., 2004); 10 (de Haan et al., 2010)
y 6.8 (Ghislain et al., 2006). El promedio de alelos presenta diferencias debido a la
cantidad de microsatélites utilizados, a la capacidad de los microsatélites de discriminar
diferentes alelos en las diferentes colecciones evaluadas y a la cantidad de cultivares
investigados. Sin embargo hay que tener las consideraciones presentadas anteriormente al
momento de comparar trabajos ya que estos difieren en el nimero de cultivares, cantidad
de microsatélites utilizados Yy regiones de estudio, por lo que estas comparaciones sirven

solo de referencia para corroborar la estimacion de diversidad.

Se corrobor6 también que el rango de pesos moleculares para los alelos encontradas no
presentan diferencias con los encontrados por Ghislain et al., (2008) para los iniciadores
utilizados (ver tabla 6), el cual evalud 742 cultivares que comprenden todas las utilizados
por Spooner et al. (2007), esta coleccién fue escogida del banco por poseer las accesiones
que comprenden todas la especies cultivadas y ser las mas polimorficas dentro del banco
de germoplasma del CIP. Para todos los microsatélites evaluados el rango encontrado para
la zona sur oeste del departamento de Junin es mas pequefio que en la coleccion de
referencia, no reportandose ningin nuevo alelo fuera de este rango. Esto es explicado
principalmente a que se trata de una coleccién de menor diversidad y distribucién frente a

una coleccion del banco de germoplasma.
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Figura 10. Imagenes de las amplificaciones mostradas en el software Saga
Generation. En la figura podemos observar los alelos amplificadas para 4 microsatélites.
Los microsatélites mostrados en A y B presentan polimorfismos moderado (ST10014 y
STM1052 respectivamente), mientras que C presenta muy poco polimorfismo, llegandose
a identificar solo 3 alelos (STG0025). Por el contrario en D observamos a un microsatélites
muy polimorfico (STM5127).
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5.4.3 CLASIFICACION DE ALELOS POR COMUNIDADES

En la Tabla 8 observamos 4 diferentes tipos de alelos, en base a sus frecuencias de
ocurrencia para cada una de las comunidades, éstas son: las que (1) obtuvieron un valor de
ocurrencia menor al 1% (alelos raros, f < 1%), (2) menor al 5% (escasos, 1% < f < 5%),
(3) menor al 10% (moderados, 5% < f < 10%) (4) e igual o mayor al 10% (frecuentes,
10% < f). El 20.3% de 158 alelos, para 444 cultivares, son raros para la totalidad de la

coleccion.

Los valores encontrados son cercanos a los reportados por de Haan (2009), en el cual se
encontrd el 22.7% como alelos raros de 181 alelos en 989 cultivares evaluados. A pesar de
la similitud en los porcentajes, el nimero de cultivares en la investigacion realizada por de
Haan (2009), pasa los 900 (como se menciond previamente), por lo que es probable de que
los porcentajes de alelos raros en la zona suroeste de Junin sea de gran importancia para la
diversidad de papas. Sin embargo no se han encontrado mas publicaciones con estos

valores por lo que este valor queda registrado para futuras comparaciones.

Tabla 8. Analisis de la riqueza alélica en las 7 comunidades. En la tabla podemos
observar en numero de cultivares por comunidad y la frecuencias de alelos raros (R),
escasos (E), moderadamente frecuentes (MF) y frecuentes (F). No, indica el nimero de
alelos.

F MF ES R #Alelos Total

Comunidad | Cultivares (n) No % No % No % No % No %
POMAMANTA 48 78 67.2 13 11.2 25 21.6 0 0.0 116 734
RACRACAYA 25 86 73.5 12 10.3 19 16.2 0 0.0 117 74.1
RANGRA 41 83 70.9 15 12.8 13 16.2 0 0.0 117 4.1
QUILLCAS 55 79 61.2 21 16.3 19 14.7 0 0.0 129 81.6
MARCAVALLE 158 82 39.0 17 12.2 27 19.4 13 9.4 139 8.0
MASMA CHICCHE 83 85 69.1 13 10.6 25 20.3 0 0.0 123 77.8
PACA PACCHA 34 88 75.9 17 14.7 11 9.5 0 0.0 116 734
TOTAL 444 86 34.4 13 8.2 27 17.1 32 20.3 158 100.0

El nimero total de alelos es muy similar entre las 7 comunidades en estudio, obteniéndose
en promedio 122 alelos. Siendo el nimero minimo y méaximo de cultivares son 115 y 139,
respectivamente. De igual forma podemos observar que la comunidad con mayor nimero

de alelos es Marcavalle, seguida por Quillcas y Masma Chicche.

58



Es posible que estas tres comunidades mencionadas sean las méas diversas dentro de la
coleccion, sin embargo las otras comunidades presentan un ndmero total de alelos elevados
y buen porcentaje de estos también se encuentran entre los alelos moderadamente

frecuentes y escasos a pesar de la diferencia en el nimero de cultivares.

5.4.4 ALELOS COMUNES Y ALELOS EXCLUSIVOS

En la Tabla 9 podemos observar el nimero de alelos comunes y exclusivos compartidos
por las 7 comunidades en estudio, presentados para cada uno de los microsatélites
utilizados. Asimismo podemos observar en la dltima columna el ndmero de alelos
encontrados para cada marcador microsatélites. Se observa que la mayoria de los alelos son

comunes para las 7 comunidades, presentandose un numero bajo de alelos exclusivos.

Los alelos comunes se explican por el pool genético compartido entre los cultivares. Los
alelos exclusivos presentados en la Tabla 9 pertenecen en mayor proporcion a la
comunidad de Marcavalle, seguido por Quillcas y Masma Chicche, corroborando lo
esperado al tener mayor numero de alelos (ver Tabla 9). La explicacién de estas
diferencias, ademas del mayor nimero de cultivares para Marcavalle, es por una supuesta
base genética mas amplia de los cultivares y un pool genético caracteristico de cada region.
Estas caracteristicas se ponen en evidencia en la comunidad de Quillcas, que pese a tener la
tercera parte del nimero de cultivares de la comunidad Marcavalle, presenta valores de
riqueza alélica elevados. Por otro lado la comunidad de Paca Pacha también presenta un
alelo exclusivo para el microsatélite STI0012 (los alelos exclusivo por comunidad se
pueden ver en detalle en el ANEXO V).
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Tabla 9. Numero de alelos comunes, exclusivos entre comunidades y numero de alelos
totales para cada uno de los marcadores microsatélites utilizados.

Co. L Co.Ol flelos comunesgblelos Exclusivos Alelos totales
S027 STM10E4 3 0 3
5023 STPoAcSE G 1 T
S036 STMI10S3 4 1 5
S0dz STMOO3T T 2 9
S052 STMOOA G 1 T
S0E1 STM104 3 0 3
S08d STMI052 12 1 13
S0 STMTOE 9 2 11
S11d STMS11d 4 2 G
S121 STME121 4 0 4
5127 STME12T 0 2 12
5158 STGOO0 3 0 3
5194 STGOOE g 0 g
5203 STGO0ZS z 0 z
5209 STIOOoA 5 1 B
S21 STIONO4 T 0 T
5214 STIOMZ 0 2 12
5216 STIOMd B 0 B
S22d STIONZ0 g 3 11
5225 STIONSZ T 3 0
5226 STIONS3 5 2 T
Totales 135 23 152

5.4.5 ANALISIS DE CULTIVARES CON HAPLOTIPOS COMPARTIDOS

En la Tabla 10 se muestran el nimero de cultivares que han presentado haplotipos
compartidos (cultivares con disimilitud=0), dentro y entre dos comunidades y el nimero de
haplotipos compartidos en la poblacion. Como se puede observar la comunidad de Masma
Chicche presenta el mayor nimero de cultivares compartidos, con 5 comunidades aledafias
(Pomamanta, Racracaya, Paca Paccha, Marcavalle y Rangra). Solo Marcavalle y Masma

Chicche presentaron haplotipos compartidos entre sus cultivares.

Los porcentajes encontrados son similares a los encontrados por de Haan et al. (2010) en
su ensayo con 989 cultivares de Huancavelica. El bajo niamero de haplotipos iguales pone
en evidencia que los agricultores no sobreestiman la diversidad con sus sistemas de
clasificacion (morfol6gicos y otros) y han logrado mantener durante miles de afios
diferentes cultivares nativos. Quiros et al. (1992), argumenta que las variedades nativas
adquieren un sin namero de alelos a través del intercambio de semillas entre agricultores,
siendo ademas favorecidas por procesos de climatizacion y flujo genético que influye en su

evolucion.
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Sin embargo para las comunidades de Paca Paccha, Quillcas, Rangra, Racracaya y
Pomamanta el numero de haplotipos compartidos puede ser explicado también por el bajo
namero de cultivares dentro de cada una de las comunidades. De igual forma el porcentaje
de datos perdidos (menor al 5%), puede estar influyendo al momento de identificar los
haplotipos compartidos. Estas explicaciones deben de ser tomadas en consideracion y tratar
de reducirlas al maximo para establecer de manera certera las causas que afectan una

mayor o menor diversidad.

Se encontraron 14 haplotipos compartidos para la poblacién de 444 cultivares, en la Fig. 8
podemos visualizar las posibles vias de intercambio realizadas por los agricultores para el
intercambio de cultivares. Se puede observar que la comunidad de Masma Chicche es un

centro de intercambio.

Ucayali

Junin__

Cusco

H lica
uancavelic Ayacucho

B Comunidades

N [:] Limite Departamental
Limite Provincial

X

Figura 11. Mapa con las localizaciones de las 7 comunidades evaluadas de la zona
suroeste de Junin. Cada una de las lineas se interpreta como un cultivar duplicado entre
dos comunidades, no existen haplotipos compartidos en méas de 2 comunidades distintas.
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Tabla 10. Numero de haplotipos compartidos de la coleccion total y comunidades.
Informacién de ndmero de cultivares por comunidad, riqueza alélica y numero de

haplotipos compartidos.

Haplotipos | Haplotipos
compartidos | compartidos
# entre dentro de las
Comunidad/Poblacion | Cultivares | comunidades | comunidades
Marcavalle 158 3 1
Masma Chicche 83 6 5
Racracaya 25 1 0
Paca Paccha 34 1 0
Pomamanta 48 2 0
Rangra 41 2 0
Quillcas 55 1 0
Total 444 * 14

5.4.6 HETEROCIGOSIDAD ESPERADA

Los valores de heterocigocidad esperada por cada comunidad en estudio (tomando el valor
promedio de los valores de heterocigocidad por cada microsatélite) varian desde 0.64 a

0.70 (ver Tabla 11). Se tiene asi mismo en promedio una He esperada de 0.67.

De los valores mostrados se defiende que la diversidad dentro de las comunidades es alta y
parecida entre las mismas, sin embargo esto no quiere decir que los cultivares que se
encuentran entre las comunidades sean los mismos. Se puede observar ademas que
Racracaya tiene el menor intervalo intercuartil (Figura 12), pero las diferencias son muy
pequefias en comparacion con las otras comunidades. Asimismo se puede observar que la
mayor mediana se encuentra en la comunidad de Paca Paccha, pero de la misma manera es

la que presenta la mayor dispersion de valores para cada SSR.

Se han reportado valores de He en Solanum tuberosum subsp andigena en un rango de
0.492 y 0.5 (Huaman et al., 2000), considerados altos, no obstante hay que tener en cuenta
que los valores encontrado de He por se basaron en caracterizacion morfologicas,

geograficas y descriptores de enfermedades y pestes; no en caracterizaciones moleculares.
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Tabla 11. Valores corregidos de He para comunidades y coleccion total.

H
N SSR
POMAMANTA| RACRACAYA RANGRA QUILLCAS |MARCAVALLE| MASMA CHICCHE| PACA PACCHA

1 S5TM1064 0.310 0.299 0.391 0.291 0.319 0.268 0.336
2| STPoAcS8 0.713 0.798 0.759 0.732 0.725 0.723 0.777
3 STM1053 0.649 0.656 0.649 0.669 0.652 0.665 0.660
4| STMO037 0.673 0.710 0.697 0.713 0.709 0.724 0.749
5 STMO031 0.653 0.675 0.667 0.691 0.614 0.621 0.720
G STM1104 0.863 0.872 0.835 0.839 0.288 0.902 0.905
7| sTm1052 0.775 0.798 0.798 0.808 0.801 0.803 0.813
8 STM1106 0.836 0.861 0.853 0.830 0.829 0.832 0.861
9 5TM5114 0.662 0.696 0.685 0.669 0.655 0.684 0.725
10| STMS5121 0.690 0.707 0.670 0.626 0.679 0.654 0.615
11| STMS5127 0.810 0.864 0.833 0.823 0.821 0.838 0.820
12|  STGOO10 0.516 0.613 0.594 0.625 0.601 0.562 0.582
13 5TG0016 0.731 0.816 0.709 0.692 0.711 0.781 0.746
14] S5TG0O025 0.150 0.342 0.130 0.158 0.205 0.174 0.108
15 STIO0OL 0.613 0.638 0.653 0.630 0.604 0.632 0.673
16 STIO004 0.526 0.699 0.654 0.672 0.599 0.584 0.701
17 STIo012 0.661 0.636 0.754 0.753 0.679 0.675 0.740
18 STIo014 0.697 0.681 0.685 0.688 0.684 0.855 0.706
19 STIO030 0.739 0.840 0.769 0.817 0.796 0.788 0.827
20 STI0032 0.742 0.743 0.693 0.746 0.718 0.718 0.751
21 STIO033 0.212 0.303 0.239 0.308 0.258 0.321 0.472

He Prom 0.64 0.70 0.67 0.67 0.66 0.67 0.70
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Figura 12. Diagrama de Cajas (Box Plot) de la heterocigosidad total y de
comunidades.
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5.5 ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR

Como podemos observar en la Tabla 12 al agrupar las papas nativas por comunidades
campesinas se obtuvo que la principal fuente de variacion genética (98.1%) se debe a las
diferencias dentro de las comunidades.

Los valores encontrados permiten pensar que no existe una estructura genética poblacional
diferenciada entre las comunidades, teniendo cada una de estas cultivares distintos y
conservados. Los resultados obtenidos se respaldan en los encontrados por de Haan et al.
(2010) y Ponce (2013), donde las principales diferencias de variacién se encontraron

dentro de las poblaciones de estudio y no entre ellas.

Tabla 12. Analisis AMOVA para las siete comunidades (Indice de fijacion (Fst)=

0.019).
Fuente de Grados de Suma de Componentes | Porcentaje de
variacion libertad cuadrados de varianza variacion
Entre
comunidades 6 200.44 0.30 1.9
de la
coleccion
Entre
individuos 437 6826.01 15.62 98.1
dentro de las
comunidades
Total 443 7026.46 15.92

5.6 ANALISIS DE AGRUPAMIENTO

Se graficé el arbol de disimilaridad a partir de la agrupacion encontrada mediante el
método UPGMA. A pesar de haber escogido solo 444 cultivares para el andlisis de
diversidad, con un méximo de 5% de datos perdidos por cultivar, también se dibuj6 con el
10% de datos perdidos por cultivar (489 cultivares). Se dibujaron los dos arboles con el
objetivo de comparar las posibles diferencias entre los arboles que pudieran surgir por un
incremento del porcentaje de datos perdidos en las distintas accesiones. Asi podemos
observar los dos arboles en la Figura 13 (A y B), su distribucion y forma general presentan
muchas semejanza (los datos se agrupan por colores correspondientes a la ploidia de cada
uno de los cultivares),
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Sin embargo se pueden observar pequefias diferencias en el agrupamiento de algunas
accesiones. Al eliminar cultivares con porcentaje de datos perdidos podemos observar que
el grupo sefialado con una flechar roja en la Figura 13 se moviliza fuera del gran grupo de
diploides y forma un nuevo grupo con una mayor jerarquia. Esto ocurri6 debido a que las
accesiones eliminadas tenian alta similitud con estos cultivares (sin embargo esta similitud
era obtenida por su alto contenido de datos perdidos), por tal motivo al colocarlas juntas se
agrupaban de diferente manera y no podian mostrar su real diferencia frente a los demés

cultivares.

En una andlisis mas detallado se observan diferentes agrupaciones puntuales de algunos
cultivares comprobando que es mejor tener datos con el menor nimero de datos perdidos
por accesion ya que nos pueden llevar a generar conclusiones equivocadas. Es importante e
ideal tener todos los cultivares sin datos perdidos pero en la practica a veces se dificulta
por distintos problemas, como la extraccion, amplificacion, especie, contaminacion, etc. La
principal eleccion de los 444 cultivares se llevo a cabo después de ver estos dos arboles ya
que como se mencion0d anteriormente el arbol de 444 es méas robusto estadisticamente y
maés cercano a lo real. Es importante de todas maneras completar estos datos faltantes y

estudiar las diferencias que se podrian encontrar.

Analizando el arbol radial de la Figura 14 podemos visualizar que los cultivares no forman
grupos distintivos, por el contrario los cultivares se encuentran totalmente dispersas, sin

orden y diferentes entre si alrededor del arbol.

Las agrupaciones de los cultivares corroboran los resultados de heterocigocidad vy
AMOVA, donde se muestra que cada comunidad presenta altas diversidades y los
cultivares se son diferentes entre si. Estas conclusiones también permiten visualizar la alta

diversidad presente en la region suroeste de la region Junin.
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Figura 13. Dendogramas de la poblacion suroeste de Junin, con diferentes nimero de
cultivares. Arboles construidos con agrupamiento UPGMA con DARwin 5.0.1
(coeficiente de Jaccard) En A podemos observar el arbol jerarquico para 444 cultivares
(cultivares con un méaximo de 5% de datos perdidos) y en B observamos el arbol jerarquico
para 489 cultivares (cultivares con un maximo de 10% de datos perdidos). Para A 'y B se
ven en azul los cultivares tetraploides, en verde los cultivares triploides, en rojo los
cultivares diploides y en negro los cultivares sin determinacién de ploidia.
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Figura 14. Arbol radial de la zona suroeste del departamento de Junin. Dendograma
construido con agrupamiento UPGMA (coeficiente de Jaccard). Los diferentes colores representan
a las 7 comunidades: Rojo, Pomamanta(Po); Morado, Racracaya(Ra); Amarillo, Rangra(R);
Marron, Quillcas (Q); Verde, Marcavalle(Ma); Azul, Masma Chicche(M) y Negro, Paca Paccha
(Pa).
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VI. CONCLUSIONES

Los altos valores de riqueza alélica, heterocigocidad y agrupamientos encontrado
permiten inferir que los cultivares evaluados para la region suroeste del

departamento de Junin son diversos.

Los cultivares con haplotipos compartidos encontrados, permite concluir que el
intercambio de cultivares no es frecuente entre las comunidades, esta informacion

complemente a los altos valores de diversidad encontrados en la poblacion.

EI AMOVA revelo que no existe estructura genética poblacional diferenciada entre

las comunidades.



VIl. RECOMENDACIONES

Monitorear en los préximos afios este microcentro de diversidad de papas nativas
en busqueda de posibles erosiones genéticas, producidas por el cambio climatico,

procesos evolutivos y/o participacion directa del hombre.

Es vital reconocer el conocimiento andino de los agricultores (clasificacion
morfoldgica) al momento de clasificar los diversos cultivares ya que, al comparar
con datos cientificos, estos conocimientos pasados de generacién en generacion
resultan ser precisos. Es asi como se recomienda no perder la comunicacion e
interaccion con los actores de la variabilidad genética y guardianes de la diversidad.
“En esencia, los sistemas usados por los agricultores, son el corazon que impulsa

a la conservacion de sus alimentos” (e Haan, 2009).

Es importante analizar nuevos cultivares de la region suroeste del departamento de
Junin, adicionando nuevas comunidades de estudio. Se sugiere para esto, conseguir
un numero de cultivares altos por cada comunidad para poder comparar la

diversidad entre comunidades de manera precisa y confiable (n>50).

Es importante comparar la diversidad encontrada en Junin versus otras regiones del

Peru para evaluar su variabilidad frente a otras poblaciones de semejante magnitud.

Repetir las amplificaciones de aquellos cultivares con alto contenido de datos
perdidos. Repetir de esta manera las cuantificaciones de ADN y pruebas de calidad,

comprobando la existencia de ADN disponible.

Establecer un sistema de controles positivos y negativos para corroborar la
presencia de alelos nulos, de igual manera promover la extraccién doble o triple de
ADN para evitar errores de interpretacion de alelos nulos por mala calidad de
ADN.
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IX. ANEXOS

ANEXO | - Caracteristicas de microsatélites del PGI-Kit

Nombre del Primer SECUENCIAS T°anneling (C°) [ Motivo repetido

CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STGOO0O1F CCAGCCAACATTTGTACCCCT

STGOO00O1R ACCCCCACTTGCCATATTTT 58 (CT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STGOO010F CCGATCTCTGCTTTGCAGGTA

STGOO10R GTTCATCACTACCGCCGACT 58 (TG)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STGOO016F CAGCTGCTCAGCATCAAGAGA

STGO016R ACCACCTCAGGCACTTCATC 55 (AGA)Nn
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STGO025F CTGGAATCCGAATTACGCTCT

STGO0025R AGGTTTTACCACTCGGGCTT 56 (AAAC)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO001F CCAGCAAAATCAGAACCCGAT

STIO001R GGATCAGCAAATTCACCGCT 60 (AAT)n
CAC GAC GTT GTA AAACGA

STIO003F CACCATCCACCATGTCAATGC

STIO003R CTCATGGATGGTGTCATTGG 60 (ACC)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO004F CGCTGCTAAACACTCAAGCAGAA

STIO004R CAACTACAAGATTCCATCCACAG 60 (AAG)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO012F CGAAGCGACTTCCAAAATCAGA

STIO012R AAAGGGAGGAATAGAAACCAAAA 56 (ATT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO014F CAGAAACTGAGTTGTGTTTGGGA

STIO014R TCAACAGTCTCAGAAAACCCTCT 54 (TGG)n (AGG)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO030F CTTGACCCTCCAACTATAGATTCTTC

STIO030R TGACAACTTTAAAGCATATGTCAGC 58 (ATT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO032F CTGGGAAGAATCCTGAAATGG

STIO032R TGCTCTACCAATTAACGGCA 61 (GGA)Nn
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STIO033F CTGAGGGTTTTCAGAAAGGGA

STIO033R CATCCTTGCAACAACCTCCT 61 (AGG)n




Nombre del Primer SECUENCIAS T°anneling (C°) | Motivo repetido

CAC GAC GTT GTA AAA CGA (AC)n...(AC)n

STMOO031F CCATACGCACGCACGTACAC CGAC(AC)n

STMO031R TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG 56 (GCAC)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STMOO037F CAATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC (TC)n (AC)n

STMO037R ATTTGGTTGGGTATGATA 48 AA(AC)n (AT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM1052F CCAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC (AT)n GT(AT)n

STM1052R ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTAA 50 (GT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM1053F CTCTCCCCATCTTAATGTTTC

STM1053R CAACACAGCATACAGATCATC 52 (TA)n(ATC)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM1064F CGTTCTTTTGGTGGTTTTCCT (TA)n(TG)n GT

STM1064R TTATTTCTCTGTTGTTGCTG 52 (TG)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM1104F CTGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG

STM1104R CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA 55 (TCT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM1106F CTCCAGCTGATTGGTTAGGTTG

STM1106R ATGCGAATCTACTCGTCATGG 49 (ATT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM5114F CAATGGCTCTCTCTGTATGCT

STM5114R GCTGTCCCAACTATCTTTGA 60 (ACC)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM5121F CCACCGGAATAAGCGGATCT

STM5121R TCTTCCCTTCCATTTGTCA 50 (TGT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STM5127F CTTCAAGAATAGGCAAAACCA

STM5127R CTTTTTCTGACTGAGTTGCCTC 52 (TCT)n
CAC GAC GTT GTA AAA CGA

STPoOAC58F CTTGATGAAAGGAATGCAGCTTGTG

STPoAC58R ACGTTAAAGAAGTGAGAGTACGAC 57 (TA)n
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ANEXO Il - Extraccion de ADN

Se utilizé tejido foliar joven de cada una de las papas nativas para la extraccion de ADN.

El procedimiento se realizara segin el protocolo de Doyle & Doyle (1990), modificado a

pequefia escala, se muestran los pasos a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Cortar y colocar hojas (0.20 — 0.22 g.) en tubos eppendorf esterilizados de 2mL de
capacidad. Luego colocar esferas de ceramica esterilizadas dentro de los tubos. .
Resuspender con 750uL de buffer de extraccion CTAB 2X (Bromuro de
hexadeciltrimetil amonio) y 2uLL de B-mercaptoetanol.
Triturar las muestras en el equipo Fastprep-24 dos veces, durante intervalos de 20
segundos.
Incubar las muestras trituradas 65°C por 45 minutos, agitar los tubos en intervalos
de 5 minutos por lo menos 3 veces y luego 2 veces cada 20 minutos. Retirar las
muestras de la incubadora y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Para la separacion de proteinas y polisacaridos se agrega 750uL de
cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1) y agita ligeramente hasta homogenizar el
contenido.
Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos y transferir el sobrenadante a tubos
eppendorf esterilizados de 1.5ml (usando tips de punta cortada).
Agregar 70uL de CTAB 10X (a 65°C) y agitar hasta homogenizar. agregar luego
650uL de cloroformo: etanol Isoamilico (24:1) y agitar hasta homogenizar
completamente.
Centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos y transferir el sobrenadante a tubos de
1.5mL esterilizados.
Para la precipitacion de los acidos nucleicos, se agrega 500uL de isopropanol frio
y se agita suavemente por espacio de 10 segundos. Se incuba a -20°C por 30
minutos.
Centrifugar a 14 000 rpm por 20 minutos. Decantar el isopropanol con cuidado de
no perder el pellet, dejar los tubos invertidos por espacio de 1 minutos sobre papel
toalla.
Para la purificacién de los acidos nucleicos, se agrega 500ul de etanol al 70%
helado y se desprende el pellet de la base del tubo, centrifugar luego a 14 000 rpm
por 15 minutos.
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12)
13)

14)

15)
16)

Decantar por espacio de 30 segundos en papel toalla.

Agregar ImL de etanol al 90% y desprender el pellet de la base del tubo, para
luego centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.

Decantar el etanol por espacio de 10 segundos. Luego secar las muestras a
temperatura ambiente.

Re suspender los acidos nucleicos de cada pellet en 300uL de solucion T10EL.

Por Gltimo dejar overnight a 4°C para la disolucion total del pellet.
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ANEXO 11 - Preparacién de diluciones de ADN

Las diluciones se prepararon a partir de los valores obtenidos con el fluorimetro:

1. Se diluye con agua libre de nucleasas (NFW) la muestra de ADN, llevando a la
concentracion de 100ng/uL en microplacas de PCR-96-C-S estériles.

2. Se rotula las placas con el codigo correspondiente a cada muestra. Para la presente
investigacion se obtuvieron un total de 6 placas.

3. Antes de guardas las placas a -20°C se prepara una segunda dilucion en nuevas

placas llevando a 5ng/uL para el trabajo continuo, manteniéndose estas a 4°C.
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ANEXO 1V - Reaccion en cadena de la polimerasa

La técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa sirve para amplificar un
fragmento de ADN, generando asi un amplicon mucho mas facil de analizar e identificar

con una alta probabilidad.

Para realizar la técnica se necesitan: Los 4 desoxirribonucleicos-trifosfato (ANTP),
2 cebadores o oligonucledtidos iniciales, iones divalentes (actdan como cofactores de la
polimerasa), una solucion tampon o amortiguadora (mantenimiento del pH para el

funcionamiento del ADN), ADN polimerasa, ADN molde y un termociclador.

La reaccion de cadena de la polimerasa consiste en una serie de 20 a 35 cambios
repetidos de temperatura llamados ciclos, cada ciclo consiste de 3 pasos definidos,
enumerados a continuacién (los tiempos y temperaturas a continuacion son aquellas
utilizadas en la presente investigacion):

1. Primero se somete a la mezcla a una temperatura de 94°C, para activar la ADN

polimerasa, este paso se lleva a cabo durante 4 minutos

2. A continuacion se mantiene la temperatura a 94°C, durante 50 segundos para
separar las dos cadenas del ADN molde.

3. Paso seguido se disminuye la temperatura en un rango de 49-62°C, durante 50
segundos, a esta temperatura los iniciadores hibridan a zonas complementarias en la
doble cadena, flanqueando una zona especifica a amplificar. Esta temperatura
Ilamada temperatura de hibridacién, variara dependiendo de las caracteristicas de
cada pareja de iniciadores.

4. Se eleva la temperatura a 72°C para producir la elongacion de las cadenas
complementarias (se unen los dNTP a la zona complementaria por accion de la
ADN polimerasa).

5. Una vez terminado el ciclo en la elongacion, comenzara un nuevo ciclo a partir del
paso 2.

6. Una vez terminado el nimero de ciclos total programados, se sometera a la mezcla
a 72°C por 5 minutos, este paso asegura que los ADN de cadena simple sean
totalmente amplificados.

7. Pasado los 5 minutos la reaccion permanecera por tiempo indefinido a 4°C hasta

sacarlos del termociclador.
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ANEXO V - Lista de alelos exclusivos para cada comunidad en cada microsatélite

Alelos exclusivos
Co. L Co.0 Pomamanta | Racracaya |Rangral Quillcas |Marcavalle| Masma Chicche|Paca Paccha
5027 STM1064 0 0 0 0 0 0 0
5029 STPoACSE 0 0 0 0 1 0 0
5036 STM1053 0 0 0 0 1 0 0
5042 STMO0037 0 0 0 0 2 0 0
5052 STMO0031 0 0 0 0 1 0 0
5081 STM1104 0 0 0 0 0 0 0
5084 STM1052 0 0 1] 1] 1 0 1]
5101 STM1106 0 0 0 0 0 2 0
5114 STM5114 0 0 0 0 2 0 0
5121 STM5121 0 0 0 0 0 0 0
5127 STM5127 0 0 0 0 2 0 0
5188 STG0O10 0 0 0 0 0 0 0
5194 STGOO16 0 0 0 0 0 0 0
5203 STGO025 0 0 0 0 0 0 0
5209 STIo00L 0 0 0 1 0 0 0
5211 STI0004 0 0 0 0 0 0 0
5214 5TI0012 0 0 0 1 0 0 1
5216 STIo014 0 0 0 0 0 0 0
5224 STI0030 0 0 0 3 0 0 0
5225 5Tioo32 0 0 0 2 1 0 0
5226 STI0033 0 0 0 1 1 0 0
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ANEXO VI - Soluciones Stock

PREPARACION DE GELES DE AGAROSA:

Gel mediano:
0.6g de agarosa (al 1%)
60ml de TBE 1X
600ml de TBE 1X en tanque

Gel grande:
2.5 de agarosa (al 1%)
250ml de TBE 1X
2L de TBE 1X en tanque

PREPARACION DE TBE 10X:

Tris base 86.49

Acido bérico 44q

EDTA 0.5M (pH 8) 32ml
TOTAL 500ml

Autoclavar.

PREPARACION CTAB 2X (mediana escala):

Tris HcL 1M (pH8) 80ml 100
NaCl 1.4M 65.45¢ 81.82
EDTA 0.5M 40ml 50
CTAB 169 20
TOTAL 800ml 1L

Disolver reactivos a temperatura caliente (65°C). Luego Autoclavar.

PREPARACION DE T;(E;:

Tris HcL 1M (pH8) 10ml 4ml
EDTA 0.5M (pH 8) 2ml 0.8ml
TOTAL 1L 400ml

Autoclavar.

PREPARACION DE TRIS HCI (pH8) 1M:

Tris base 96.89 121.1

TOTAL 800ml 1L
Llevar a pH8 con HCI (al principio su pH se aproxima a 10.8, se agrega aproximadamente
80ml de HCI concentrado). Luego autoclavar
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PREPARACION DE EDTA 0.5M (pH8):

EDTA
TOTAL

14889 | 186.1
800ml 1L

Llevar a pH8 con NaOH (aprox. 100 pellets) dejar agitar por 1 hora. Luego autoclavar

PREPARACION DE RNAsa:

Disolver RNAsa inicial a una concentracion de 10ug/uL en 10mM de tris HCI pH7.5 y
15mM de NacCl, calentar a 100 grados Celsius por 15 minutos, luego sacar a Temp.
Ambiente por 5 minutos. Almacenar a -20 grados Celsius.
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tris HCI 1M (pH

7.5) 300uL

NaCl 5M 90uL

RNAsa 300ug

Agua destilada 30mL

PREPARACION DE CTAB 10X:
[] final
CTAB 59 10g 10%
NaCl 1M 2.05¢ 4.09g 0.7%
EDTA 0.5M (pH8) 2mi 4ml 20mM
Tris HCI 1M (pH8) 5ml 10ml | 100mM
TOTAL 50ml 100ml
PREPARACION 2X con PVP (pequefia escala):
[] final

CTAB 29 209 2%
NaCl 1M 8.18g 81.81g | 1.40%
EDTA 0.5M (pH8) 4ml 40ml | 20mM
Tris HCI 1M (pH8) 10uL 100ml | 100mM
PVP 1g 10g 1%
TOTAL 100ml 1L

CTAB y PVP se agregan poco a poco para evitar grumos. Primero CTAB y luego PVP.




PREPARACION BUFFER Bobs:

Tris base

12.11 (1M)

(NH4)S0O4 (sulfato amonio)

2.64g (200mM)

MgClI2-6H2) (cloruro de
magnesio)

0.51g (25mM)

H20 MiliQ

enrazar a 100mL

Llevar a pH 9. Luego Autoclavar

PREPARACION DE SOLUCION STOP:

EDTA 0.5M 1ml
Azul de bromofenol 75 mg
Formamida 47.5ml
Nuclease Free Water 1ml
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