UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

ESCUELA DE POSGRADO
MAESTRIA EN MEJORAMIENTO GENETICO DE
PLANTAS

“CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
MASHUA (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén) DE LOS
DEPARTAMENTOS DE CUSCO Y CAJAMARCA”

Presentada por:

ERIKA SAMAMTHA PACHECO ARENAS

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE MAGISTER SCIENTIAE EN
MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS

Lima - Peru
2015



INDICE GENERAL

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTO

INDICE GENERAL .....cooitieiee oottt sttt ananas o aenaee e i
RESUMEN ...ttt st st e st e s sae e steenteesreeenteesseeaneeanneens vii
A B ST R A CT ettt ettt ettt r et et e st e be e re e Rt et e e areeaneeateenneens viii
. INTRODUGCCION ..ottt teee et see sttt 1
OBIET IV S .o e e e e e e e e e e e e 2
1. REVISION DE LITERATURA ..ottt 4
2.1 MBSNUA. .. et e e 4
2.2 EUMOIOGIA. ...ttt e 4

2.3 0rigen y distriDUCION. .. ...t e e e e e e e e e e D

P I (o110 1 - D PP PPN 5
2.5 NOMDIES COMUNES. ...ttt ettt e et et e et e et e et et e e e e e e e e e 6
2.6 Biologia del CUItIVO. ... e 7
2.6.1 Morfologiade laplanta..........c.ooiiinii i 8
2.6.2  Bi0logia reprOdUCTIVA. .. ... . et et e et et e et e e e e e e 9
2.6.3 Produccion agricola de MashUa .............ccecueiiiiiiiiiecic e 10
2.6.4 Plagasy enfermedatdes. ... ..o 10
2.7  Composicion Y US0S tradiCiONalesS. .. ... ... ieii it e e 11
2 % R o 4o 1S [ o P 11

2.7.2  USOS tradiCiONales. .. .. et e e et e e et e e e rien e L L

2.8 ANTECRUBNTES. .. ettt et e et e e e e e e 12
2.8.1 CaracterizaCion CItOIOQICA .......c.coveuiririiiieeieeiee e e e 12
2.8.2  CaracterizaCion MOrfOlOgICa. .......cuuiviiiiiiiici st 13
2.8.3  CaracterizaCion MOIBCUIAN ..........cociiiiiiiieic e 15



2.9
29.1
29.2
2.9.3
2.10
2.10.1
2.10.2
2.11
2.11.1
2.11.2
2.11.3
2.114
2.12
2.12.1
2.12.2
2.12.3
2.12.4
2.12.5
2.12.6
2.12.7
2.12.8
2.12.9
M.
3.1
3.2
321
3.2.2

RECUISOS JENELICOS. .. .. et et te et et e et e et e et et et e e e et e een e renea e 16

Colectas de germOpPIaSMA ........ccviiiiiiiieie et sre e ares 17
ACCESION O BNEFAGA. ...ttt bbb bbbt 17
o] 0] (oL OO PP TP 17
Caracterizacion MorfolOgiCa. .. ... ..ovuuie it e e e e e e e 18
Caracterizacion de germoplasma.........cccoveiieriiiieiieieee e sreas 18
Dol ] 0] (o] =2 SO PP PP PTPR 18
Caracterizacion MOIBCUIAN... ... ...ou i e 18
EXIraCCion 08 ADN......cuiiiiiiiiiiiii ittt 19
Marcadores MOIECUIAIES ...........oiviiiiiiie e 20
Marcadores moleculares de diversidad genética en evaluacion ..............ccccceceeerernennen. 22
AFLP (Amplified fragment length polymorphism polymerase chain reaction)............ 22
ANAliSis de INFOrMACION ... ......ee e e e e 28
Eleccion de 1aS UNIJATES ...........ccveiiiiiiiice s 29
E1ECCION de 10S CATACTEIES .......vevieiieiietiec e 29
Construccion de la matriz basica de datos..........cooiereirerineieree e 30
Obtencidn del coeficiente similitud para cada par de OTU.......ccccovivveveieneinienieriennn 30
Matriz de SIMITITUA. .........cooiiiii s 34
ANALISiS de agrUPAMIBNTOS ........cuiiiriiiiieriereeie ettt eb e 35
Analisis de correspondencia MUIIPIE ........ccooeieieieiieici e 37
Analisis de la variabilidad genétiCa..........cccooerieieieiiiiiicie s 37
Analisis de la estructura de 1a poblacion ..o 39
MATERIALES Y METODOS. .......ooiiiiiiiiieeeiieeeieieeeees s s s nienes s eeeean, 41

(8 o Tor=To{ o o PP 41
IMBEETTAIES . .. ..t e e e e e e et e e e 41
Material Vegetal... .. ..o e e 41

Materiales para la extraccion de ADN..........ccoiiiiiiiiiiii i e e 42



3.2.3
3.24
3.3

331
3.3.2
5.4.3

4.1

411
412
413
414
4.1.5
4.1.6
4.1.7
4.1.8
4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7
4.2.8
4.3

Materiales para la €lectroforesiS. .. ......o.v i e 43
Materiales para la PCR...... ... e e 44

1Y/ 1] (06 [0 K Y (o

Caracterizacion MOrfolOgICa. .. ... .. vuuvie it e e 45

Caracterizacion MOIECUIAr. ... ..o 48

ANALISIS A JALOS ...t 53
RESULTADOS Y DISCUSION........coieiiieieeeieeee et es s, 59
Caracterizacion de la variabilidad morfoldgica.............cooiiiiiiiii i 59
SelECCION A8 UESCIIPLOIES. .. e viveieeieierietieieee ettt see et 59
Analisis porcentual de descriptores morfoldgicos cualitativos .............ccccceeveiiiienenne. 59
Estadisticas de descriptores morfol0gicos cuantitativos...........ccocoevveveiiieieniescnieen, 77
indice de diversidad de Shannon-Weaver para caracteres cualitativos....................... 78
Analisis de agrupamiento mediante 45 descriptores evaluados ...........c.cccceevvvererienne. 80
Analisis de correspondencia multiple (ACM) y seleccion de descriptores.................... 83
Analisis de agrupamiento mediante 19 descriptores seleccionados.............cccccvevenenne. 88

Relacion de los anélisis de agrupamiento con los datos de colecta.......................95

Caracterizacion de la variabilidad molecular. ..., 97
Seleccion de combinaciones de iniciadores de AFLP ... 97
Marcadores AFLP deteCtados.........coviiiiiiriiiiiiiee e 98
ANALISIS de POIIMOITISMO.....civiiiiiiieiece e 100
ANALISIS 8 aQrUPAMIENTO ....eviiviiiiiieiiecie ettt re e enas 102
Relacion de los analisis de agrupamiento con los datos pasaporte..........cccccoveveeruenne. 107
Anélisis factorial de coordenadas principales (ACOP) .......ccccveiiriiieieiiieieee e 110
Seleccion del coeficiente de SIMIlItU ...........ooiiriiiiiie s 111
Analisis de la estructura genBLiCA ...........cccevverieieeieie e 112
Congruencia entre los resultados morfologicos con los moleculares..................... 117
DISCUSIONES ... oottt e 118



VI, CONCLUSIONES ... 122
VII. RECOMENDACIONES ... 123
VI1I. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA .......cocoiiinieeseeieis s 124



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Clasificacion taxondmica de la mashua segin Cronquist ...........ccoocevvvveenvereenienn 6
Tabla 2: Clasificacion taxondmica de la mashua segun ITIS........ccccooviiiiiiineineneinee, 6
Tabla 3: Nombres comunes de Tropaeolum tUbEroSUM .........ccccvevviieiieere e 6
Tabla 4: Produccion de mashua a nivel nacional 2000-2013............ccccovvieinneneieieneenens 10

Tabla5: Comparacion de las diferentes caracteristicas de los marcadores mas
TreCUENTEMENTE USAUOS .....cvveiveeieeriesiee ettt sreeneenes 27
Tabla 6: Principales coeficientes de asociacion segun el tipo de datos............ccccevevvvieennnns 31
Tabla 7: Matriz de combinaciones posibles al compararse dos OTUSs para un caracter doble-
LTS [0 [0 RSP SRPRP 32
Tabla 8: Coeficientes de similitud mas utilizados en caracterizacion de germoplasma...... 33

Tabla 9: Lista de los descriptores cualitativos para mashua.............cccovveieienincnicnicnnnnnns 46
Tabla 10: Requerimiento para la digestion de ADN genOmicCO.........cccccevvererieesieerieseennnns 49
Tabla 11: Requerimiento para la ligacion de ADN digerido a los adaptadores.................. 50
Tabla 12: Requerimiento para la pre-amplificacion del ADN digerido-ligado................... 50
Tabla 13: Requerimiento para la amplificacién selectiva del ADN pre-amplificado ......... 51
Tabla 14: Estadisticas de los caracteres cuantitativos en Cusco y Cajamarca .................... 77
Tabla 15: indices de Diversidad de Shannon-Weaver de caracteres cualitativos ............... 79
Tabla 16: Descriptores seleccionados segin los ACM a partir de 45 descriptores............. 84

Tabla 17: Descriptores seleccionados y propuestos segln los ACM y valoracion en orden
descendente a partir de 30 deSCIIPLOrES......vecvveeeieereeieseeste e 87
Tabla 18: Duplicados de los morfotipos de tubérculo y procedencia de las accesiones..... 94
Tabla 19: Iniciadores para la obtencidn de marcadores AFLP..........c.ccccooveiiiiiic e, 97
Tabla 20: Numero y porcentajes de bandas polimérficas y monomdrficas detectadas en los
patrones AFLP de la localidad de CUSCO.........ccccccueiveriiiieiieee e 98

Tabla 21: Numero y porcentajes de bandas polimérficas y monomorficas detectadas en los

patrones AFLP de la localidad de Cajamarca ..........cccocuevueiienenieiieniie e 99
Tabla 22: NUumero de marcadores exclusivos detectados en los patrones AFLP para cada
AEPAITAMENTO. ..evviivieiieie ettt e e e e a e e esreenneeneeareenre s 99
Tabla 23: indice y promedio de contenido polimérfico para Cusco y Cajamarca............. 100



Tabla 24: indice y promedio de contenido polimorfico para CUSCO ............c.ccevevvrveeenennee. 100

Tabla 25: indice y promedio de contenido polimérfico para Cajamarca.......................... 101
Tabla 26: Contenido de polimorfismo calculado para Cusco y Cajamarca ............c.co..... 102
Tabla 27: indice de Shannon Weaver MOIECUIAN ...............cc.cvveevreeerreeieeese e 102
Tabla 28: Accesiones agrupadas segun las cuencas hidrograficas............cccccevevvevinennenn. 113
Tabla 29: AMOVA de comparacion entre cuencas hidrograficas...........ccccovevevieiieinanns 113
Tabla 30: AMOVA segun las cuencas hidrograficas dentro de los departamentos .......... 114

Tabla 31: Comparacion entre las cuencas hidrogréaficas dentro de los departamentos..... 116
Tabla 32: Tabla de asociacion de caracterizacion morfologica-
MOIECUIAISIML. .. ..o ettt et et esre e teenaeaneenneens 117

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Desarrollo de mashua: 1, Emergencia; 2, Formacion del estoldn; 3, Tuberizacion;

4-5, Floracion; 6, Fructificacion; 7, Maduracion del tubérculo.............cccccovvenee. 8
Figura 2: Pasos a seguir para la obtencion de AFLP .........cccocoivviiiciiiiiiiieceeee e 24
Figura 3: Procedencia de las accesiones de mashua de los departamentos de Cusco y

Cajamarca Materiales y equipos de 1aboratorio ...........ccceveevereernsieseese e 41
Figura 4: Follaje de los departamentos de Cusco y Cajamarca...........cccevvevveeveseesueernesnnenns 60
Figura 5: Caracteristicas de los tallos de los departamentos de Cusco y Cajamarca........... 61
Figura 6: Caracteristicas de las hojas de los departamentos de Cusco y Cajamarca........... 62
Figura 7: Caracteristicas de las pétalos de los departamentos de Cusco y Cajamarca........ 64

Figura 8: Caracteristicas de los espolones de los departamentos de Cusco y Cajamarca ... 66
Figura 9: Caracteristicas de los 6rganos florales de los departamentos de Cusco y
(O V-1 4 o USRS PRRPRR 67

Figura 10: Caracteristicas del fruto de los departamentos de Cusco y Cajamarca.............. 69
Figura 11: Caracteristicas generales de los tubérculos de los departamentos de Cusco y
(OF: 1T 14T Lo OSSP 70

Figura 12: Caracteristicas del color de la piel de los tubérculos de los departamentos de
CUSCO Y CAJAMAITA ...ttt ittt ettt bbbt bbbt b 74

Figura 13: Caracteristicas de la distribucion y forma del color secundario de la piel de los

tubérculos de los departamentos de Cusco y Cajamarca..........ccceevevveeviereeireannns 75



Figura 14: Caracteristicas del color y distribucion de la pulpa de los tubérculos de los
departamentos de CUSCO Y CaJamMarCa..........ccvevereerieerieieesieeiesreesieeseesseesseeeesneas 76

Figura 15: Grafica horizontal del agrupamiento de 251 accesiones de Cusco mediante el
coeficiente de distancia con 45 descriptores, segun los grupos del color secundario

de la piel del tUDEICUIO .......cveeeieceee e 81

Figura 16: Grafica horizontal del agrupamiento de 20 accesiones de Cajamarca mediante el
coeficiente de distancia con 45 descriptores, segun los grupos de la distribucion

del color secundario de la pulpa del tubérculo. ...........cocoieiiiiiiiiiieee, 82

Figura 17: Agrupamiento de 271 accesiones de Cusco y Cajamarca mediante el coeficiente
de distancia con 45 descriptores segun los grupos del color secundario de la piel

A1 TUDEICUIO. . 83

Figura 18: Dendograma del analisis de agrupamiento morfolégico mediante 19 descriptores
de 271 accesiones de CUSCO Y CaJamMArCa .......cccoveruerverierreriesieniesiesieseeeeeeee e, 92

Figura 19: Agrupamiento de 271 accesiones de Cusco y Cajamarca segun el coeficiente de
distancia 0 de 8 descriptores de tubérculo. ..........cccoevveiveie e, 94

Figura 20: Ploteo de analisis morfoldgico basado en los nombres comunes ...................... 96
Figura 21: Ploteo de andlisis morfoldgico basado en los lugares de origen de las accesiones.

Figura 23: Agrupamiento de las accesiones de Cusco y Cajamarca segun el indice se
similitud Simple Matching. a.lzquierda: Grafica Radial, b.Derecha: Dendograma
WEITICAL ..ttt 105
Figura 24: Grupos formados mediante el coeficiente Jaccard en 221 accesiones............. 106
Figura 25: Agrupamiento de las accesiones de Cusco y Cajamarca segun el indice se

similitud Jaccard. a.lzquierda: Grafica Radial, b.Derecha: Dendograma Vertical

........................................................................................................................... 107
Figura 26: Ploteo del analisis molecular basado en los nombres comunes (CuscoA y
CAJAMAICA B)...veiieie e 109
Figura27: Ploteo de ACoP por departamentos a) SM y b) Jaccard...........................111



INDICE DE ANEXOS

ANEXQO 1: DATOS PASAPORTE ..ottt

CAJAMAR C A L e e
ANEXO 2: DESCRIPTORES UTILIZADOS ... e



CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE MASHUA
(TROPAEOLUM TUBEROSUM RUIZ & PAVON) DE LOS DEPARTAMENTOS DE
CUSCO Y CAJAMARCA

RESUMEN

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén) es un tubérculo andino de propagacion
vegetativa, que posee gran potencialidad a nivel agronémico, nutricional y fitoquimico. Sin
embargo, existen muy pocos estudios de diversidad en este cultivo, debido a la falta de
interés del mercado y falta de conservacion adecuada. Por ello, este trabajo tiene como
objetivo contribuir a la generacion de conocimientos sobre la variabilidad morfolédgica y
molecular de los cultivares de mashua de los departamentos de Cusco y Cajamarca.

La caracterizacion morfologica se realizd en 271 accesiones de mashua, mediante 45
descriptores previamente establecidos. La identificacion de descriptores mas
discriminantes e informativos se realizd6 mediante el analisis de correspondencia multiple
secuencial (ACMs) y los analisis de agrupamiento e identificacion de los morfotipos se
realizaron con la nueva lista de descriptores. En la caracterizacion molecular se emplearon
seis combinaciones de iniciadores AFLP (Polimorfismos en la longitud de los fragmentos
amplificados) y a partir de los polimorfismos encontrados se realizaron agrupamientos
mediante el coeficiente de concordancia simple y analisis de coordenadas principales.
Ademas se realiz6 el analisis molecular de varianza (AMOVA) y indice de fijacion alélica
(F«) con la finalidad de conocer la variacion dentro y entre poblaciones.

Se seleccionaron 19 descriptores morfoldgicos para mashua, con los que se identificaron
257 morfotipos (237 de Cusco y 20 de Cajamarca) a un coeficiente de distancia de 0. En la
caracterizacion molecular, no se encontré ningiin duplicado a un coeficiente de similaridad
de 1, pero mostro la separacion en dos grupos segtn el origen geografico de las accesiones.
Asi mismo, tanto el AMOVA como el indice de fijacion (Fy = 0,1980) mostraron la
existencia de diferenciacion genética entre las dos sub-poblaciones. Ademas no se encontro
congruencia entre los descriptores morfologicos y los marcadores moleculares (baja
correlacion baja r= -0,32093); es por ello que para una adecuada caracterizacion de la
variabilidad seran necesarias ambas técnicas.

Estos resultados muestran la gran variabilidad existente en el cultivo, la que ayudara en el
planteamiento de futuras estrategias de manejo y mejora del cultivo de mashua en el Pert.
Palabras clave: Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon, ACMs, AFLP, caracterizacion

morfologica, caracterizacion molecular.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MASHUA
(TROPAEOLUM TUBEROSUM RUIZ & PAVON) IN THE DEPARTMENTS OF
CUSCO AND CAJAMARCA

ABSTRACT

Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) is a vegetatively propagated Andean
tuber, with great agronomic, nutritional and phytochemical potential. However, there are
very few studies of diversity on this crop, due to the lack of market demand and bad post-
harvest management. Therefore, this work aims to contribute to the morphological and
molecular variability knowledge of mashua landraces from Cusco and Cajamarca o
Regions.

Morphological characterizations were performed on 271 mashua accessions using 45
descriptors previously established. The identification of more discriminating and
informative descriptors was performed by sequential multiple correspondence analysis
(ACMs). Then, cluster analysis and identification of morphotypes were made with the new
list of descriptors. The molecular characterization was made using six AFLP (Amplified
fragment length polymorphism) primer combinations and, with the recorded
polymorphisms were performed clusters analysis using the simple matching (SM)
coefficient and principal coordinate analysis. In addition, population differentiation
analysis was made using Analysis of molecular variance (AMOVA) and allelic fixation
techniques (Fy).

Nineteen morphological descriptors were selected for mashua, which allowed to identify
257 morphotypes (237 from Cusco and 20 from Cajamarca) according to 0 Euclidean
coefficients. Moreover, molecular characterization did not show any duplicates at 1 SM
coefficient; however, allowed the separation on two groups according to their geographical
origin of the accessions. Likewise, both the AMOVA and allelic fixation (Fsr = 0.1980)
showed genetic differentiation between both subpopulations. Further, there is not
congruence between morphological descriptors and molecular markers (low correlation r =
-0.32093); which suggest that for an accurate characterization of diversity both techniques
are necessary.

These results show a high variability in this crop, which will help to plan future strategies

on germoplasm management and improvement of mashua in Peru.

il



Key Word: Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon, ACMs, AFLP, morphological

characterization, molecular characterization, morphotypes
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I. INTRODUCCION

La planta originaria de los andes centrales Tropaeolum tuberosum Ruiz et Pavon es un
miembro de la familia de las Tropaeolaceae, la cual incluye 86 especies ampliamente
distribuidas (Arbiza y Tapia, 1992; Grau et al., 2003). Las Tropaeolum tuberosum a su
vez, se dividen en dos subespecies, las cuales se diferencian por la presencia y ausencia de
tubérculos. La ssp. tuberosum es domesticada y cultivada por sus tubérculos comestibles y,
por lo tanto, la mejor conocida; mientras que de la ssp. silvestre. Sparre solo cuenta con
escasos apuntes sobre algunas de sus caracteristicas de campo (Sparre & Andersson, 1991;

Ortega, 2000; Hind, 2010).

La mashua (Tropaeolum tuberosum) es el cuarto tubérculo mas importante después de la
papa, oca y olluco. Esta es una especie propia de la region andina y se distribuye desde
Colombia hasta el norte de Argentina (Grau et al., 2003). Sin embargo, existe una mayor
concentracion de diversidad en su centro de origen, la cual se encuentra entre Peru y

Bolivia a una altitud entre 3500 y 3800 m.s.n.m.

La mashua presenta atributos positivos de interés agrondmico como rusticidad, tolerancia a
plagas y alta productividad, con bajos niveles de insumos. Ademas, posee una amplia gama
de fitoquimicos que no solo protegen al mismo cultivo, sino también contra las plagas de

otros cultivos (Grau et al., 2003).

La mashua posee un alto valor nutritivo debido a su alto contenido de hidratos de carbono
y acido ascorbico o vitamina C., al igual que otras Tropaeolaceaes, contiene isocianatos,
presentes como glucosinolatos que son conocidos por sus propiedades antibioticas,
insecticidas, nematecidas y diuréticas que justifican su amplio uso en la medicina andina
(Grau et al., 2003). Ademas se ha demostrado que la mashua posee una alta capacidad
antioxidante, debido a sus compuestos fenolicos, antocianicos y carotenoides (Campos et
al., 2006). Sin embargo, a pesar de sus propiedades nutricionales y medicinales, la baja

demanda del mercado, baja rentabilidad, poco disponibilidad de tierra cultivable y la



preferencia por otras especies; la mashua ha sufrido una reduccion en consumo (Tapia y

Estrella, 2001; Grau et al., 2003; Pissard et al., 2008).

La variacion genética de la mashua ha sido estimada principalmente en términos de
caracteristicas morfologicas y agronomicas (Arbizu et al., 1999, Ortega et al., 2007) las
estimaciones no requieren del uso de tecnologia de alto costo. Los descriptores presentan la
desventaja de su subjetividad, debido a la influencia del medio ambiente (Mondini et al.,

2009).

En los ultimos afios la variacion genética de los diversos clones ha sido estudiada mediante
el uso de marcadores moleculares los cuales, a diferencia de los marcadores morfologicos,
no son afectados por el medio ambiente (Mondini et al., 2009). Entre los marcadores
empleados en mashua se tiene RAPD (Ortega, 2000), SRP (Ortega et al., 2007), AFLP
(Alagon y Rosas, 2008), ISSR (Pissard et al., 2008 y Malice et al., 2010) y los micro
satélites (Huamani, 2008). Sin embargo, no todos los trabajos anteriormente mencionados

asocian la diversidad morfoldgica con la diversidad molecular.

Para la conservacion de recursos genéticos, las colecciones deberan ser adecuadamente
evaluadas para lo cual se propone el uso de marcadores moleculares y morfologicos en el
analisis de diversidad. Ambos proporcionan informacion complementaria, lo que permitira

un analisis mas completo de la diversidad genética.

La hipdtesis a comprobar en el presente trabajo es: “Existen diferencias genéticas entre las
accesiones de mashua colectadas”; para comprobar esta hipotesis se determinaron los

siguientes:

OBJETIVOS
Objetivo general

Contribuir en la generacion de conocimientos sobre la variabilidad genética de mashua de

los departamentos de Cusco y Cajamarca.



Obijetivos especificos

e Analizar y usar los descriptores morfologicos para la caracterizacion de las
accesiones de mashua de los departamentos de Cusco y Cajamarca.

e Identificar los morfotipos de mashua de los departamentos de Cusco y Cajamarca

e FEstimar la variabilidad genética de mashua de los departamentos de Cusco y
Cajamarca

e Relacionar las accesiones segun las descripciones morfolégica y molecular de las

accesiones de mashua.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Mashua

Tropaeolum tuberosum, junto con muchas especies de papa Solanum spp., olluco Ullucus
tuberosus Caldas y oca Oxalis tuberosa Molina, forma parte de un grupo de tubérculos
andinos comestibles, que constituyen un sistema de alimentacion local importante a pesar
que generalmente se cultiva en pequefia escala, y con frecuencia, en localidades aisladas

con una rapida penetracion de cultivos comerciales (Hermann y Heller, 1997).

La mashua contribuye a la diversidad de tubérculos debido a su mayor estabilidad de la
produccion en ambientes andinos heterogéneos, ademas de poseer una gama de cualidades

tales como rusticidad, tolerancia a parasitos y alta productividad.

Sin embargo, el futuro de la mashua como cultivo es incierto. Aparentemente, el amplio
rango de atributos tales como rusticidad, tolerancia a plagas y alta productividad, con bajos
niveles de insumos, no puede compensar la falta de interés del mercado y negligente

abandono en el campo. (Grau et al., 2003).

2.2 Etimologia

Las denominaciones de la familia y el género tienen connotaciones marciales, asignadas
por algunos al latin tropaeum (trofeo) y por otros al antiguo griego tropaion, por la
semejanza encontrada, por una parte, entre las hojas en forma de escudo de algunas
especies del género (Tropaeolum majus), y por otra entre las flores y los antiguos yelmos
usados en las batallas y exhibidos en los triunfos de los romanos. El tropaion era, en la
antigua Grecia y mas tarde entre los romanos, es un monumento creado para conmemorar
una victoria sobre el enemigo. Normalmente tenia la forma de un arbol, y en algunos casos
con un par de ramas como brazos, en la que se colgaba la armadura del enemigo derrotado
y muerto. Mas adelante fue dedicado a un Dios en accion de gracias por la victoria (Chaco,

2011).



Tropaeolum del griego tropaion (Zela et al., 1997) indica que Tropaeolum deriva del
griego “troparon”, debido a que las flores de algunas especies son semejantes a un casco

Griego y por las hojas, escutiformes, de muchas de ellas.

2.30rigen y distribucion

La primera evidencia arqueologica de la mashua data del 650-1350 AD en los sedimentos
de la cueva Huachumachay, localizada en el valle de Jauja-Peru. Asimismo, en ceramicas
de la cultura Nazca se encontré representaciones de mashua (1000 AD) entre otras

tuberosas andinas (papa, oca y olluco) (Grau et al., 2003).

Las comunidades andinas son conservadoras de la diversidad genética a través de
generaciones; y son una fuente de valor, gracias al conocimiento asociado al cultivo:

diversos usos medicinales y alimenticios.

El centro de origen del cultivo se encuentra en algun lugar de los Andes. Asimismo, el
lugar de domesticacion ha debido darse en la region que comprende entre el Ecuador y
Bolivia. Ello se confirma por la amplia diversidad presente en esta area. Sin embargo,
debido a la ausencia de un estudio sobre la diversidad de la formas silvestres y de la

cultivadas es dificil identificar un centro de origen mas especifico (Grau et al., 2003).

Los tubérculos comestibles de mashua se cultivan en areas pequefas en sistemas agricolas
tradicionales y en condiciones marginales, en todos los paises Andinos, principalmente en

Perti, Ecuador y Bolivia (Malice y Baudoin, 2009).

El rango latitudinal del cultivo de mashua en los Andes es de 8 ° Ny 24 ° S, y la altitud
varia desde 2400 hasta 4300 m, con la mas frecuente ocurrencia entre 3000 y 3700 m,

donde las temperaturas medias anuales estan en el rango de 8-11 © C (Grau et al., 2003).

2.4 Taxonomia

En la Tabla 1, Artur Cronquist (1981) realiza un sistema de clasificacion para plantas con

flor, donde Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon presenta la siguiente clasificacion:



Tabla 1: Clasificacion taxonémica de la mashua segin Cronquist

Clasificacion Descripcion
Reino Vegetal
Division Magnoliophyta (angiospermas)
Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Rosidae
Orden Geraniales
Familia Tropaeolaceae
Género Tropaeolum L.
Especie Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén

Fuentes: Cronquist, 1981

Segiin el catdlogo de asociacion de vida (CoLP) desarrollado por el Sistema de
Informacion Taxondémica Integrado-ITIS (2013), la posicion taxonémica de Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pavdn se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Clasificacion taxondémica de la mashua segun ITIS

Clasificacion Descripcion
Reino Plantae (Plantas, vegetales)
Subreino Viridaeplantae (plantas verdes)
Infrareino Streptophyta (plantas terrestres)
Division Tracheophyta (plantas vasculares
Subdivision Spermatophytina (fanerogama)
Infradivision Angiospermae (plantas con flores)
Clase Magnoliopsida (dicotyledonea)
Superorden Rosanae
Orden Brassicales
Familia Tropaeolaceae - capuchinas
Género Tropaeolum L. - capuchina
Especie Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

Fuente Sistema de Informacion Taxonomica Integrado-ITIS (2013).

2.5Nombres comunes

La mashua es conocida con varios nombres, probablemente por variaciones post-

colombinas, bajo la influencia de la lengua espafola, tal como se muestra en la Tabla 3:

Tabla 3: Nombres comunes de Tropaeolum tuberosum

Nombre Idioma Pais Autor

Allausu Perta Mejia 1931

Afu Quechua Pert Cardenas 1989
Apilla Quechua Bolivia Céardenas 1989
Apifiamama Quechua Perta Herrera 1941
Capuchinha tuberosa  Portugués Portugal Sanchez-Monge 1981
Capucine tubereuse Francés Francia Sanchez-Monge 1981



Continuacion

Cubios Espafiol Colombia Pérez Arbelaez 1947
Gallu gallu Sparre
Isafo Aymara Bolivia/Titicaca Céardenas 1989
Lescano 1994, Espinosa et al.,
Majua Espafiol Ecuador 1997, Patifio 1964
Tapia et al., 1996, Espinosa et
Mashua Quechua Ecuador al., Estrella 1986
Mashua Quechua Perta Herrera 1941
Maxua Espafiol Ecuador Lescano 1994, Patifio 1964
Mishua Pera Mejia 1931
Navios Espaiiol Colombia Pérez Arbelaez 1947
Navos Espaiiol Colombia Pérez Arbelaez 1947
Ocaquisafio Quechua Bolivia Cardenas 1989
Pane Guambiano  Colombia Patifio 1964
Perunische
knollenkresse Aleman Alemania Sanchez-Monge 1981
Puel Paez Sur de Colombia NRC 1989, Patifio 1964
Sisafio Aymara Argentina, Jujuy Hermann 1992
Tropeolo del Peru Italiano Italia Sanchez-Monge 1981
Tuber nasturtium Ingles Reino Unido Sanchez-Monge 1981

(Grau, et al., 2003)

2.6 Biologia del cultivo

Mashua ha sido erroneamente descrito como una planta anual debido a su ciclo de
produccion (Arbiza y Tapia, 1992; Zela et al., 1997). Sin embargo, el término anual esta
reservado para las plantas, en las que solo las semillas sexuales dan lugar a una nueva
generacion, y no sucede asi para la mashua cultivada, ni silvestre, en las que las plantas
persisten a través de sus tubérculos; por lo tanto, mashua deberia ser considerada como una
planta perenne, en la que los tubérculos pequefios son frecuentemente dejados en el campo
donde brotan con facilidad, especialmente en las condiciones mas humedas en los Andes
del norte. En tales circunstancias, mashua puede convertirse en un problema de mala
hierba, lo que confirma que la especie es de naturaleza plenamente perenne. A diferencia
del olluco, la mashua presenta abundante floracién, a partir de 3 a 5 meses después de la
siembra, con una duracion de 1 a 2 meses y con produccion de semillas abundantes. Los
tubérculos estan listos para la cosecha de 6 a 9 meses después de la siembra (Figura 1)

(Grau et al., 2003).



Figura 1: Desarrollo de mashua: 1, Emergencia; 2, Formacion del estolon; 3, Tuberizacion;
4-5, Floracion; 6, Fructificacion; 7, Maduracion del tubérculo
Fuente: Lescano, 1994, p. 74.

2.6.1 Morfologia de la planta

La mashua es una planta herbacea perenne trepadora, glabra de 20-80 cm de alto, de
crecimiento inicialmente erecto, que luego varia a semipostrado y es ocasionalmente
trepador, mediante peciolos tactiles (Arbiza y Tapia, 1992), con un follaje que puede variar

de verde amarillento a verde oscuro.

Sus tallos aéreos son cilindricos de 3-4 mm de grosor, ramificados y pueden variar de color

de verde a purpura grisaceo con diferentes grados de pigmentacion.

Las hojas son alternas separadas por entrenudos de 1-8 cm con peciolo de 2-30 cm de
longitud. Las laminas son peltadas de 5-6 cm de ancho, tri o pentalobadas, también se
puede observar en una misma planta hojas tri y pentalobadas. La base de la lamina es
truncada en la base. Las hojas son verde oscuras, brillantes en el haz y mas claras en el

envés (Cadima, 2006).

Las flores solitarias aparecen sobre pedinculos de 10-15 c¢m, intensamente pigmentados.
Son zigomorfas de 2-2.5 cm de longitud. El caliz de color rojo intenso tiene cinco sépalos
unidos en su base, los tres sépalos superiores se prolongan en un espolon de 1-1.5 cm de
longitud. La corola es de cinco pétalos rojo anaranjados y provistos de una nervadura roja
oscura, los dos pétalos superiores son orbiculares de 5-8 mm de diametro y los inferiores

son espatulados de 10-12 mm de longitud (Cadima, 2006). El color de las flores va desde



un color amarillo oscuro, anaranjado y escarlata (Travis, 1999). El fruto es un
esquizocarpo, formado de tres mericarpos uniseminados indehiscentes. La semilla botanica

es viable (Barreda et al., 2004).

Los tubérculos que produce la mashua se producen en los estolones axilares que se
agrandan para formar el tubérculo, estos miden de 5 a 15 cm de largo, tienen forma conica
alargada, yemas profundas, y variados colores (Travis, 1999). El color que presentan estos
es variado, segin los descriptores de mashua (Cadima, 2006) existen al menos nueve
colores: blanco amarillento, amarillo palido, amarillo, amarillo naranja, naranja, rojo
grisaceo, 10jo grisaceo oscuro, purpura grisaceo y negro, siendo dominante el amarillo con
ojos negruzcos o anaranjados. También son comunes los tubérculos con fondo claro con
color secundario, distribuido en los ojos y bandas irregulares o también en forma de puntos
densos o manchas irregularmente distribuidos. Los ojos de la mashua son siempre
profundos, anchos y estrechos, sin bracteas (Cadima, 2006). De vez en cuando la piel es de
color violeta o rojo. A menudo, son manchas o rayas de color rojo o purpura,
especialmente debajo de los ojos. La carne es de color amarillo (NRC, 1989). Estos pueden
ser almacenados hasta seis meses en lugares frios y ventilados, inclusive pueden ser

guardados bajo el suelo para ser extraido cuando se necesiten (Travis, 1999).

2.6.2 Biologia reproductiva

La mashua produce facilmente semilla abundante, sin embargo poco se conoce sobre su
biologia reproductiva. Hasta la fecha solo se han detallado dos investigaciones
desarrolladas por Pocco (1976) y Vallenas (1977). Segun Vallenas la planta comienza a
florear después de 3-4 meses de la emergencia de la planta, la cual se prolonga de 1-1.5
meses. Ademas las flores se mantienen abiertas por un lapso de 8-15 dias y el estigma esta
receptivo por un lapso de 40 horas desde el inicio de la antitesis; el polen es viable 24

horas antes de la antitesis y su viabilidad se prolonga por un lapso de 24 horas.

La abundante floracion atrae a un nimero considerable de insectos y pajaros. Pocco estimo
que la viabilidad del polen era de 50-53 por ciento. Sin embargo, Johns y Towers, 1981
encontraron una viabilidad mayor (95 por ciento) en T. tuberosum spp. tuberosum y T.

tuberosum ssp. silvestres.



Sin embargo, pese a la formacion de la semilla botanica, esta no se utiliza con fines de
propagacion en las practicas agricolas actuales y conservacion de germoplasma, a pesar de

que la mashua produce gran cantidad de semilla viable (Arbizu y Tapia, 1994).

2.6.3 Produccion agricola de mashua

La mashua forma parte de los sistemas de cultivo tradicionales orientados a la subsistencia
de tierras alto andinas. Esta se intercala con otros tubérculos como la papa, oca, olluco;
también con las haba, quinua, tarwi andino; en otros casos junto con la oca y olluco forma
parte del sistema de rotacion de cultivos, o se utiliza para repeler plagas de papa
sembrandola en filas fronterizas que rodean los campos de papa. Segun la oficina de
Estudios Economicos y Estadisticos (MINAG, 2012), se estima que alrededor de 6000 ha
se siembran anualmente en el Perti, con un rendimiento promedio de 5,2 - 6,2 ton/ha y en
condiciones experimentales se ha obtenido hasta 7 ton/ha. En la Tabla 4, se observa la

produccion de mashua a nivel nacional durante los anos 2000-2013.

Tabla 4: Produccién de mashua a nivel nacional 2000-2013

Afio Produccion Superficie Rendimiento
Nacional (t)  Cosechada (ha) (kg/ha)
2000 35459 6700 5293
2001 36089 6806 5302
2002 36394 6425 5664
2003 37088 6658 5571
2004 35484 6653 5334
2005 33585 6313 5320
2006 32151 5600 5741
2007 30444 5307 5737
2008 29003 5262 5511
2009 32913 5552 5929
2010 29196 5107 5717
2011 29103 5030 5786
2012 31413 5050 6221
2013 31113 4971 6259

Fuente: Oficina de Estudios Econémicos y Estadisticos (MINAG, 2012)

2.6.4 Plagasy enfermedades

La rusticidad es uno de los atractivos de la mashua. Sin embargo, la informacion sobre la
gravedad de plagas y enfermedades es todavia limitada. Algunos informes indican que no
hay dafio relevante a través de plagas y enfermedades, esto puede deberse al contenido de

sustancias fungistaticas y repelentes de insectos y nematados.
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2.7 Composicion y usos tradicionales
2.7.1 Composicion

El tubérculo posee una textura arenosa con un alto porcentaje de carbohidratos y agua. El
contenido de agua de los tubérculos de mashua va desde 79 hasta 94 por ciento. Los
tubérculos secos pueden contener desde 14 por ciento hasta 16 por ciento de proteina, casi
el 80 por ciento de carbohidratos, alrededor de 9 ng/100g B-caroteno, y casi 480 mg de
vitamina C/100g (Travis, 1999). También contienen todos los aminoacidos esenciales y
poseen altos niveles de acido ascorbico (Travis, 1999). Ademas contiene isotiocianatos, los
cuales son usados en etnomedicina, compuestos fenolicos, antioxidantes como la vitamina

C, B- caroteno, flavonoides y antocianinas (Travis, 1999).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios, responsables del sabor picante y aroma
sulfuroso de algunas plantas, que produce, como resultado, el rompimiento en
isotiocianatos. Estos han captado atencion debido a sus propiedades como acciéon anti-

tumoral, biopesticidas, antiafrodisiacos (Ortega et al, 2006).

2.7.2 Usos tradicionales
A. Culinarias

Los tubérculos recién extraidos del suelo son amargos. Tradicionalmente se consume en
forma de “tayacha”, que es la mashua cocida, congelada y sopada en miel de cana.
Ocasionalmente se utiliza para espesar sopas o también en “wathia” similar a la oca, luego
se asolear por varios dias. En Bolivia se consume para el engorde de los cerdos (Terrazas y

Valdivia, 1998).

B. Medicinal

La mashua tiene "fama” de tener efectos beneficiosos sobre el higado y los rifiones, y
aliviar transtornos de prostata y urinarios. (Grau et al., 2003). En la sierra ecuatoriana
utilizan el isafio negro cocinado con panela para contrarrestar la prostatitis y también para
aliviar la blenorragia. Los enfermos de rifiones mejoran al tomar una infusion de isafio,

caballochupa y pelo de choclo (Cadima, 2006).

Ademas también es utilizado como depurativo, para curar enfermedades venéreas; también

detiene hemorragias y cicatriza heridas internas y externas (Cadima, 2000).
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C. Antiafrodisiaco

Se atribuye a la mashua propiedades antiafrodisiacas a través de disminuir la cantidad de
testosterona y dihidrotestosterona en la sangre. Se dice que reduce el instinto sexual y se
cuenta que las tropas de los incas llevaban mashua como fiambre para olvidarse de sus
mujeres. Hoy se sabe que los niveles de testosterona se reducen significativamente en ratas

machos alimentados con este tubérculo (Arbizu y Tapia, 1992).

D. Ornamental

La planta de Tropaeolum tuberosum, por su profusa floracion y atractivo color de flores,
constituye una especie llamativa de flora andina. Por esta razoén también sirve a veces

como planta ornamental en algunas regiones de Sudamérica (Chacon, 1960).

E. Biopesticida

Los glucosinolatos pueden conferir resistencia a insectos, herbivoros, hongos, moluscos,
bacterias y microorganismos. Las propiedades defensivas de éstos aumentan cuando los
tejidos son fragmentados, por dafio mecanico, infeccion o ataque de plagas, puesto que el
rompimiento celular expone los glucosinolatos y los pone en contacto con la enzima

mirosinasa (una B-tioglucosidasa) (Arias, 2011).

2.8 Antecedentes
2.8.1 Caracterizacion citoldgica

Se han realizado diversos estudios sobre la variacion citologica de la mashua, sin embargo
estos resultados son contradictorios, pero la gran mayoria coinciden que las formas
cultivadas de mashua son tetraploides 2n=52 con un nimero bésico de x= 13, y las formas
silvestres son 2n=42 (Gibbs et al., 1978; Johns y Towers, 1981). Sin embargo se ha
reportado otros niveles de ploidia 2n=43, 48, 51,64 como valores menos frecuentes que
surgen de configuraciones meioticas anormales (Gibbs et al., 1978). Posteriormente se han
encontrado otros niveles de ploidia 2n= 18, 27 y 36 con un niimero basico de x= 9 (Roman
y Garcia, 1997) y 2n= 26 y 2n= 39 para el numero basico x= 13 (Gaspar, 1998). Estos
resultados solo confirman que la mashua es una especie poliploide, pero todavia existen

dudas sobre el nivel de ploidia de la especie.
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2.8.2 Caracterizacion morfologica

La variacién morfoldgica en la mashua se aprecia mayormente en los tubérculos, los cuales
pueden medir entre 5 a 15 cm. de largo, en cuanto a su forma pueden ser cénicos, conico
alargados y alargados. Pero su mayor variacion es el color del tubérculo, segin los
descriptores de mashua existen al menos de nueve colores: blanco amarillento, amarillo
palido, amarillo, amarillo naranja, naranja, rojo grisaceo, rojo grisiceo oscuro, purpura
grisaceo y negro, siendo dominante el amarillo con ojos negruzcos o anaranjados. También
son comunes los tubérculos con fondo claro con color secundario, distribuido en los ojos y
bandas irregulares sobre tuberizaciones o también en forma de puntos densos o manchas
irregularmente distribuidos. Los ojos de la mashua son siempre profundos, anchos y
estrechos, sin bracteas (Cadima, 2006). De vez en cuando la piel es de color violeta o rojo.
A menudo, son manchas o rayas de color rojo o purpura, especialmente debajo de los ojos

y la pulpa es de color amarillo (NRC, 1989).

Los marcadores morfoldgicos son facilmente controlables, pero pueden ser afectados por el
medio ambiente, estos son limitados en niimero y algunos aparecen mas tarde en el
desarrollo de la planta, haciendo imposible la caracterizacion al inicio. Ademas un
marcador morfoldgico dado puede afectar a otros marcadores morfologicos o rasgos de
interés en los programas de mejoramiento debido a la accion de los genes pleiotropicos,

todo esto hace que su uso sea de manera restringido y limitado (Henry, 2001).

Las evaluaciones morfologicas casi siempre han ido acompafiadas de evaluaciones en el

rendimiento, a continuacion una lista de las evaluaciones morfologicas y de rendimiento

. Chacén (1960) evalud 77 clones del Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas
de la finca de Chicua a 3000 msnm., en las laderas del Volcan Irazi de Costa Rica.
Las caracteristicas evaluadas de los tubérculos fueron: el color, forma, nimero de
ojos y rendimiento. Se clasifico los clones en grupos basados en la distribucion de
antocianinas en los tubérculos y en otras caracteristicas como la forma, tipo de ojos,
la relacion entre el peso y el numero de ojos fue constante, pero se presentd una
variabilidad en el rendimiento.

. Llanos (1974) realiz6é una evaluacion morfologica y de rendimiento de 11 clones de
isafo, la evaluacion se realizd en el campo experimental de la UNTA, a una altura de

3825 msnm. Esta consistio en evaluar las caracteristicas del tubérculo, de la planta, la
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floracion y el rendimiento obtenido. La evaluacion se realizé a los 47 y 75 dias de
emergencia, los follajes fueron verdes y demoraron, las flores nacieron en las axilas
de las hojas y los tubérculos presentaron una variacion de amarillo-blanquecino a
anaranjado, de forma cilindrica, claviformes y elipsoidales, cortos o largos, con ojos
superficiales, medios y profundos y variaron en el numero de tubérculos por planta.
Ademas también se evalud el rendimiento y se encontré una diferencia altamente
significativa entre los clones desde 5 555.5 hasta 10 577.7 kg/ha.

Delgado (1978) realizé una evaluacion morfolégica asociada al rendimiento bajo
condiciones de secano durante el ciclo vegetativo en la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga Ayacucho. De esta evaluacién se concluydé que las
caracteristicas morfoldgicas de la planta, asociadas mayormente al rendimiento y que
pueden servir como criterio de seleccion por tener un buen porcentaje de asociacion
sobre la variacion del rendimiento son: diametro del tubérculo, nimero de tubérculos
y altura de planta y su porcentaje de asociacion con el rendimiento fue: 41,6 por
ciento, 26,9 por ciento y 9,4 por ciento, respectivamente.

Figueroa (1997) realizd una caracterizacion morfologica y agronomica en la
comunidad campesina de Llocllapinapa ubicado a 3500 msnm en el departamento de
Junin durante la campana 94-95. Con respecto a la evaluacion morfolégica 5
accesiones fueron agrupadas basandose en el crecimiento semi erecto de la planta,
peciolos verdes, brotes claros y tubérculos anaranjados; con respecto al rendimiento
las entradas cultivadas oscilan de 24, 45 a 74,48 tn/ha.

Monteros (1997) evalud en campo 78 entradas de mashua provenientes del Ecuador,
Colombia y Bolivia, mediante el empleo de 44 descriptores tanto agrondmicos como
morfologicos.

Gaspar (1998) realizd caracterizacion morfologica y nivel de ploidia de isafo
(Tropaeolum tuberosum). Con los datos obtenidos de la caracterizacion morfologica
realiz6 analisis multivariado considerando 2 criterios en el andlisis: 1) general y 2)
solo descriptores de tubérculo, con el fin de obtener descriptores que mejor
discriminen la variabilidad entre las accesiones, asi la como la formacion de grupos
morfologicamente similares, obteniendo la formacion de 13 y 9 grupos
respectivamente. En base a esta agrupacion realizo estudios de ploidia en 13
accesiones de isafio donde 8 accesiones fueron diploides (2n = 2X= 26) y 5

tetraploides (2n = 2X = 36).
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. Zambrano (2004) evalu6 la variabilidad de melloco, oca y mashua en la finca de
Colta-Chimborazo, para ello trabajo con 15 ecotipos de melloco, 11 de oca'y 9 de
mashua, concluyendo que entre el 50-70 por ciento de la produccion de oca y
melloco se comercializa, sin embargo la mashua es el Unico que presenta falta de
demanda en el mercado, su presencia y ausencia permitio observar una disminucion
en la variabilidad genética, debido a factores ambientales y los bajos precios regidos
por el mercado.

. Nieto (2004) cuantifico la erosion genética de melloco, oca y mashua en Chimborazo
y Tungurahua, en la que realiz6 una caracterizaciéon morfologica, molecular (RAPD)
y encuestas; concluyendo que no hay erosion genética de morfotipos y genotipos en
melloco; en el caso de oca revelo una pérdida del 25por ciento a nivel de genotipos,
pero no de morfotipos y en el caso de mashua una alarmante perdida de morfotipos a
un nivel del 27 por ciento y se deduce una alta perdidad de genotipos.

. Durand (2006) evalué un total de 1396 entradas de oca, olluco y mashua en 6
comunidades del Cusco, identificando 136 morfotipos de oca, 102 de mashua y 47 de
olluco. Posteriormente realizé una homologacion con tubérculos, obteniendo asi 72
morfotipos en oca, 29 en olluco y 68 en afiu.

. Quispe (2012) realiz6 una caracterizacion morfologica de 89 accesiones de 9
comunidades del Cusco, mediante el empleo de 38 descriptores, sin embargo
mediante el empleo de los 11 caracteres de tubérculo se encontré 79 morfotipos;
ademas realizé una caracterizacion molecular por RAPDs, pero no encontrd grupos

genéticos.

2.8.3 Caracterizacion molecular

Algunas variaciones han sido detectadas a nivel molecular de distintos clones de mashua

mediante marcadores moleculares.

. Monteros (1997) identificé la variabilidad genética de 78 entradas de mashua
utilizando caracteristicas morfoldgicas, agrondmicas y de patrones electroforéticos
de isoenzimas (PGM-fosfoglucomatasa y MDH- malato deshidrogenasa) agrupando
las colecciones en 15 y 10 subgrupos respectivamente.

. Ortega et al. (2007) determinaron la diversidad genética en seis comunidades del

Cusco, de tubérculos de mashua cultivados, silvestres y de colectas del CIP,
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mediante marcadores SRAP, basado en ocho combinaciones de iniciadores,
encontrando un alto nivel de variacion en las comunidades del Cusco, en especial en
la comunidad de Sayllafaya.

. Huamani (2008) desarroll6 iniciadores microsatélite en Tropaeolum tuberosum R &
P, empleando 2 estrategias: la primera busco fragmentos del género Tropaeolum y la
segunda encontrdé microsatélites transferibles de camote a mashua; para ello empleo
24 iniciadores; de éstos se seleccion6 5 microsatélites de Tropaeolum y 3
microsatélites transferibles de camote; los que se probaron en 48 entradas de mashua.

. Alagén y Rosas (2008) reportaron la caracterizacion molecular con AFLP de
poblaciones de mashua procedentes de Cusco (136) y Huanuco (42). Ellos utilizaron
8 combinaciones de los marcadores referidos y se obtuvieron dos grandes grupos
diversos que corresponden a las localidades mencionadas.

. Pissard (2008) determino la estructura y la diversidad genética de oca y mashua;
mediante marcadores ISSR; ademds determind la influencia geografica en la
estructura genética de tubérculos con 17 cebadores seleccionados, obteniéndose un
dendograma con 3 grupos. La tesis mencionada fue redactada en un articulo ese
mismo afio (Pissard et al., 2008).

. Malice (2010) empled marcadores ISSR, para caracterizar 15 variedades de oca, 15
de olluco y 26 de mashua, colectadas en 2006. El valor promedio de PIC (indice de
Contenido Polimorfico) fue 0,15 para olluco, 0,40 para oca y 0,40 para mashua; se
obtuvo una distancia genética de 0,41 para oca, 0,24 para olluco y 0,50 para mashua;

al siguiente afio la tesis fue redactada en un articulo (Malice et al. 2010).

2.9 Recursos geneticos

La convencion sobre Diversidad Bioldgica de 1992, define a los recursos genéticos, los
organismos o partes de ellos, poblaciones o cualquier otro tipo de componente bidtico de

los ecosistemas de valor o utilidad real o potencial para la humanidad.

Y segun el tratado internacional sobre los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura del 2006, se entiende por “recursos fitogenéticos” a cualquier material genético
de origen vegetal de valor real o potencial para la alimentacion y la agricultura, incluido el
material reproductivo y de propagacion vegetativa, que contiene unidades funcionales de la

herencia.
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Los recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura son la materia prima sobre la
que el mundo depende para mejorar la productividad y calidad de los cultivos, la
ganaderia, la silvicultura y la pesca, asi como para mantener poblaciones saludables de
especies silvestres. Por tanto, la conservacion y el uso sostenible de los recursos genéticos
para la alimentacion y la agricultura estan en el centro de la seguridad alimentaria y la
nutriciéon. La conservacion y el uso de una amplia gama de la diversidad - tanto entre
especies y dentro de las especies - significa asegurar opciones para responder a los retos

del futuro.

2.9.1 Colectas de germoplasma

Se denomina colectas al proceso de obtencion de muestras de semillas representativas de
poblaciones vegetales silvestres o variedades de especies cultivadas. Las muestras deben
ser de semillas, que tengan la facultad de germinar y desarrollar plantas parecidas a las
plantas madre si se siembran en ambientes similares. Las colecciones de germoplasma se
realizan con la finalidad de: conservar la diversidad de la especie, obtener germoplasma
para usarlo en mejoramiento genético o en la busqueda de nuevas formas no disponibles en

los bancos de germoplasma (Sevilla y Holle, 2004).

2.9.2 Accesion o entrada

Es la unidad de conservacion, es una muestra de semillas, o de cualquier 6rgano
reproductivo, que se identifica con un niimero o codigo que lo distingue del resto del
germoplasma, y que entra o se “accesa” a un banco de germoplasma (Sevilla y Holle,

2004).

2.9.3 Morfotipo

En las plantas agdmicas o de reproduccion vegetativa, se usa el termino morfotipo para
diferenciar poblaciones de individuos. Un morfotipo estd definido por una serie de
caracteristicas principalmente morfoldgicas, es decir son plantas que muestran el mismo
fenotipo, pero no necesariamente tienen la misma constitucion genética (Sevilla y Holle,

2004).
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2.10 Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica no requiere tecnologia cara, pero grandes extensiones de
tierra a menudo se requieren para estos experimentos, por lo que podria resultar mas
costoso que la evaluacion molecular. Estos rasgos son a menudo susceptibles a la
plasticidad fenotipica; a la inversa, esto permite la evaluaciéon de la diversidad en la

presencia de la variacion ambiental (Mondini et al., 2009).

2.10.1 Caracterizacion de germoplasma

Es un proceso que se inicia con la colecta o introduccion, y debe finalizar con la
publicacion y la difusiéon de la informacién junto con la semilla, para que pueda ser
utilizada por los usuarios. El objetivo principal de esta es describir y dar a conocer el valor

del germoplasma (Sevilla y Holle, 2004).

2.10.2 Descriptores

Describen o califican las caracteristicas de las accesiones con un valor numérico, con una
escala, un codigo o un adjetivo calificativo. A cada una de las variables de un descriptor se
le denomina “estado”. Los criterios considerados para definir los descriptores son:
heredabilidad, valor taxondmico, valor agronémico y facilidad de registro. La elaboracion
de listas de descriptores es un proceso dinamico y abierto, sin embargo la uniformizacion
de los descriptores es un requisito universal para que la caracterizacion tenga valor
universal, y tanto el nombre como la forma y la unidades de medida deben ser convenidos
por los cientificos dedicados a la caracterizacion de una especies en particular (Sevilla y

Holle, 2004).

En la mayoria de plantas cultivadas los 6rganos mas importantes para la descripcion
adecuada son aquellos menos influenciados por el ambiente. Entre estos 6rganos quiza los
mas importantes son la flor y el fruto, le siguen en importancia otros como las hojas, raices

y los tejidos que muchas veces son dificiles de caracterizar (Blas, 1999).

2.11 Caracterizacion molecular

La evaluacion de la diversidad genética dentro y entre las poblaciones se realiza
rutinariamente a nivel molecular utilizando diversas técnicas basadas en laboratorio, tales

como alozimas o analisis de ADN, que miden los niveles de variacidon directamente. Los
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analisis moleculares comprenden una gran variedad de marcadores moleculares de ADN,
que se pueden emplear para el analisis de la variacion. Diferentes marcadores tienen
diferentes cualidades genéticas (que pueden ser dominantes o co-dominante, pueden
amplificar loci anénimos o caracterizados, pueden contener secuencias expresadas o no

expresadas, etc.). (Mondini et al., 2009).

2.11.1 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN (nuclear, mitocondrial y/o cloroplastico) de una muestra en estudio
es el comienzo del analisis por marcadores moleculares. El ADN puede ser extraido ya sea
a partir de muestras frescas, liofilizadas, conservadas o secas, pero el material fresco es
ideal para la obtencion de ADN de buena calidad. Hay muchos protocolos alternativos para
la extraccion de ADN y la eleccion de un protocolo depende de la calidad y cantidad de
ADN necesaria, la naturaleza de las muestras, y la presencia de sustancias naturales que
pueden interferir con la extraccion y el analisis posterior. Los protocolos de extraccion de
ADN mas comunmente utilizados implican romper a través de molienda o digestion de las
paredes celulares y las membranas con el fin de liberar los constituyentes celulares. La
eliminacion de las membranas lipidicas se facilita mediante el uso de detergentes tales
como dodecil sulfato de sodio (SDS), bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB) o alquilo-
trimetil amonio bromuro (MTAB). El ADN liberado debe ser protegido de las nucleasas
enddgenas y por ello EDTA se incluye en el tampoén (buffer) de extraccion para quelar
iones de magnesio que son un co-factor necesario para nucleasas. El ADN extraido a
menudo contiene una gran cantidad de ARN, proteinas, polisacaridos, taninos y pigmentos,
que pueden interferir con el ADN extraido. La mayoria de las proteinas se eliminan
mediante la adicion de una enzima degradadora de proteinas (proteinasa-K), la
desnaturalizacion a 65°C y precipitacion usando cloroformo y alcohol isoamilico. E1 ARN
se eliminan normalmente utilizando enzima degradante de ARN llamada RNasa A. La
mayoria de los contaminantes son polisacaridos, y son eliminados con NaCl y CTAB
(Murray y Thompson, 1980; Paterson et al, 1993.), sin embargo, algunos protocolos
cambian el NaCl por KCIl (Thompson y Henry, 1995). El ADN debe ser separado de los
compuestos contaminantes (lipidos, proteinas, carbohidratos y /o fenoles), para ello se
emplea la centrifugacion y el ADN queda en la fase acuosa. El ADN de la fase acuosa se
transfiere a tubos nuevos, donde este es precipitado con una solucion salina (Acetato de

Sodio) o alcohol (isopropanol o etanol 100 por ciento) y posteriormente se disuelve en
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agua estéril o tampon (buffer). Finalmente la concentracion de ADN extraido es medida en

geles de electroforesis al 1 por ciento o en espectrofotometro (Semagn et al., 2006).

2.11.2 Marcadores moleculares

Un marcador molecular puede ser definido como un locus genémico, detectado a través de
una sonda o iniciadores especificos (iniciadores), que en virtud de su presencia distingue
de forma inequivoca el rasgo cromosdémico que representa, asi como las regiones

flanqueantes en los extremos 3 'y 5' de las extremidades.

Los marcadores moleculares pueden o no estar correlacionados con la expresion fenotipica
de una caracteristica, y muestran numerosas ventajas sobre el fenotipeo, como la
estabilidad, facil deteccion en todos los tejidos y adicionalmente no son confundidos por

efectos ambientales, pleitropicos y efectos epistaticos (Mondini et al., 2009).

Un marcador molecular ideal debe de poseer las siguientes caracteristicas: tener herencia
mendeliana (transmitirse de una generacion a otra), ser polimorfico (debe presentar varios
alelos en un locus-multialélico); estar uniformemente distribuido en todo el genoma; ser
codominante (permitir la discriminacion entre homocigoto y heterocigoto), proporcionar
una resolucion adecuada de las diferencias genéticas (permite diferenciar a diferentes
individuos); generar marcadores multiples, independientes y fiables (independiente del
ambiente, es decir no presentar plasticidad fenotipica), ser sencillo, rapido y barato;
requerir pequefias cantidades de muestras de tejido y ADN; estar ligado a distintos
fenotipos, no debe requerir informacion previa sobre el genoma de un organismo y debe

ser altamente reproducible (Mondini et al., 2009)

Los marcadores basicos se pueden clasificar en dos categorias segiin su metodologia de

analisis:

A. Basados en métodos de hibridacion
Se basan en combinar el uso de endonucleasas de restriccion y el método de hibridacion.
Las endonucleasas son enzimas bacterianas capaces de cortar el ADN, mediante la
identificacion de secuencias palindromo especificas y produciendo asi fragmentos de
polinucledtidos de dimension variable. Entre los marcadores basados en métodos de

hibridaccion tenemos:
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e RFLP (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion)

e VNTRs (Numero Variable de Repeticiones en Regiones Inter o Microsatélites)

B. Basados en PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)

La invencion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha revolucionado la

biologia molecular. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa es una técnica in vitro

utilizada para la amplificacion de un segmento especifico de un &cido nucleico.

Comenzando con sélo una cantidad muy pequefia de material, un segmento de ADN se

puede multiplicar por mas de un millén de veces. Debido a esta gran sensibilidad, la PCR

ha encontrado popularidad en una amplia gama de aplicaciones. Para llevar a cabo la

amplificacion por PCR, es necesario combinar todos los componentes: ADN molde,

iniciadores, enzima ADN polimerasa, magnesio (Mg™), desoxinucledtido de trifosfato

(dNTPs.) y el buffer tampon.

Esta técnica consiste en tres pasos:

0 Desnaturalizacion del ADN a través de la fusion a temperatura elevada para

convertir el ADN de doble cadena en el ADN de una sola hebra. Para obtener la
desnaturalizacion de ADN, la temperatura se aumenta generalmente a ~ 93-96 ° C.
Anileamiento (hibridacion) o rehibridizacion de las hebras de ADN se lleva a cabo
a temperatura mas baja (por lo general 55 - 65 °C). Una vez que la temperatura se
reduce, las dos cadenas de ADN complementarias reformaran en una molécula de
ADN de doble cadena.

Extension de la cadena de ADN por la adicion de nucledtidos a los iniciadores
utilizando ADN polimerasa como catalizador en presencia de iones Mg”". En este
paso los iniciadores se extienden a través de la secuencia molde mediante el uso de
una ADN polimerasa termoestable (frecuentemente Taq ADN polimerasa) en
presencia de ANTPs dando lugar a la duplicacion del material diana de partida. La
temperatura de trabajo ideal para la Taq ADN polimerasa es de 72 ° C. (Somma y
Querci, 2006).

Entre los marcadores basados en PCR mas conocidos tenemos:

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

AFLP (Amplified fragment length polymorphism polymerase chain reaction)
SSR (Simple Sequence Repeat)

ISSR (Inter Sequence Simple Repeat)
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e EST (Expressed sequence tags)
e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

2.11.3 Marcadores moleculares de diversidad genética en evaluacion

Uno de los aspectos mas importantes en los planes de mejoramiento es el manejo eficiente
de los recursos genéticos y del germoplasma disponible. Tradicionalmente, los recursos
genéticos se caracterizaban por una combinacion de caracteres morfologicos y
agronomicos. Los marcadores moleculares, al analizar varios loci por reaccion, permiten
estimar en forma rdpida y eficiente la diversidad genética existente en el plan de

mejoramiento y el grado de similitud genética entre los cultivares (Masuelli, 1999).

2.11.4 AFLP (Amplified fragment length polymorphism polymerase chain reaction)

Los AFLP son intermedios entre RFLP y PCR, AFLP se basa en amplificar selectivamente
un subconjunto de fragmentos de restriccion a partir de una mezcla compleja de
fragmentos de ADN obtenidos después de la digestion del ADN gendmico con
endonucleasas de restriccion. Los polimorfismos se detectan a partir de las diferencias en
la longitud de los fragmentos amplificados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

(Kumar et al., 2009).

AFLP implica la restriccion de ADN genomico, seguido por la ligacion de adaptadores
complementarios a los sitios de restriccion y la amplificacion selectiva por PCR del
subconjunto de los fragmentos de restriccion adaptados. Estos fragmentos se visualizan en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes ya sea a través de metodologias de
autorradiografia o fluorescencia (Vos et al. 1995). Los pasos mas en detalle para los

marcadores AFLP en el caso de plantas son:

e Digestion: El primer paso en el procedimiento de AFLP (Figura 2) implica la
preparacion de las plantillas por la digestion enzimatica del ADN, tipicamente con dos
enzimas de restriccion. Las dos enzimas de restriccion utilizadas son generalmente (pero
no necesariamente) una de corte raro (enzima EcoRI de seis pares de bases) y una de
corte frecuente (enzima Msel de cuatro pares de bases). La de corte frecuente se utiliza
para generar fragmentos que se encuentran en un rango de longitud de 50-500 pb

resoluble mediante electroforesis. La de corte raro se utiliza para limitar el numero de
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fragmentos que pueden ser amplificados y, por lo tanto, para definir el nimero eficaz de
amplicones AFLP.
Ligacion: Posteriormente, los adaptadores de doble cadena se ligan a los extremos de
los fragmentos de restriccion. Los adaptadores constan de una secuencia principal y una
secuencia especifica para la enzima. Los adaptadores son especificos tanto para EcoRI y
Msel. Usualmente la digestion y la ligacion toman lugar en una sola reaccion. La
ligacion de los adaptadores al ADN digerido altera los sitios de restriccion para prevenir
una segunda restriccion después de la ligacion. La secuencia principal de los
adaptadores es una secuencia conocida de 20 nucledtidos, la cual es usada después
como iniciadores en la PCR.
Amplificacion: El siguiente paso del procedimiento AFLP es la amplificacion por PCR
del subconjunto de fragmentos de restriccion, utilizando iniciadores selectivos de
AFLP. Las partes comunes de estos iniciadores corresponden a las secuencias de
reconocimiento de las enzimas de restriccion y adaptadores, y estas tienen un nimero de
bases adicionales en el extremo 3’ que se extiende en los fragmentos de restriccion,
llamados nucledtidos selectivos. Estos nucleotidos selectivos aseguran que solo un
subconjunto de fragmentos de restriccion se amplifique a un nivel detectable, es decir,
aquellos fragmentos donde los nucledtidos que flanquean el sitio de restriccion
coincidan con las extensiones de los iniciadores. Las huellas dactilares de AFLP de baja
complejidad (plasmidos, céosmidos y BACS) no requieren nucleodtidos selectivos;
mientras que los grandes genomas (>100 Mb) usualmente llevan dos o tres bases
selectivas en uno o ambos iniciadores y se realiza generalmente en dos etapas
consecutivas:

0 Pre-amplificacion: los iniciadores utilizados para esta amplificacion pre selectiva
tienen una base suplementaria, reduce de la complejidad de la plantilla mezcla,
amplificando % de los fragmentos que poseen un adaptador en ambos extremos,
permitiendo su visualizacion en gel de agarosa 1,6 por ciento.

0 Amplificacion selectiva: el objetivo de este paso es restringir el nivel de
polimorfismo y marcar el ADN. Para esta segunda amplificacion, se anade tres
nucleotidos mas en el extremo 3’ de la secuencia del cebador utilizada para la pre-
amplificacion (=secuencia de los adaptadores + 3 nucledtidos). Estos dos
nucleodtidos adicionales haces la amplificacion mas selectiva e incrementan el

numero de fragmentos digeridos amplificados (polimorfismo).
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o Electroforesis: El paso final de la técnica es la electroforesis por fraccionamiento del
tamafio de las huellas dactilares. Para este proposito, los productos de la reaccion se
separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes similares a los utilizados para la
secuenciacion. En el caso de la electroforesis en gel convencional usando iniciadores
marcados radiactivamente, los geles se secaron en papel o fijos en placas de vidrio
después de la electroforesis, y las imagenes de AFLP se pueden generar utilizando
autorradiografia convencional o la tecnologia con fosforo. En el caso de la electroforesis
en gel usando colorante de infrarrojos (IRD) o iniciadores marcados con fluorescencia,
imagenes de AFLP se pueden generar usando LI-CO o Aplplied Biosystems (ABI) y
Mega BACE (Vuylsteke et al., 2007). El analisis de AFLP consta de 3 etapas (Figura
2).

{a) AFLP template preparation Msel adaptor
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(c) Selectve amplification (one of many primer combinations shown)
Mssl primer 1
LI s B B S
CATTETA
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Figura 2: Pasos a seguir para la obtencion de AFLP
Fuente: Miieller y Wolfenbarger, 1999.

Ventajas: La principal caracteristicas de AFLP es su capacidad para detectar
simultaneamente muchas regiones del ADN distribuidas del genoma, permitiendo asi la
deteccion simultanea de muchas regiones del genoma. Presenta varias ventajas con
respecto a los demds marcadores, entre ellas tenemos: la cantidad de informacion
generada, el costo es relativamente barato, el método es facil, rapido y viable para
generar cientos de marcadores informativos, la reproducible resolucion hacen de AFLP

un buen marcador molecular. Presenta las siguientes 6 ventajas:
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e Alcance de la taxonomia: estos se pueden generar para cualquier organismo con
ADN y no requieren de ningun conocimiento previo acerca de su genoma

e Niveles de error: las amplificaciones se realizan bajo condiciones de alta
selectividad, eliminando asi los artefactos generados con otros marcadores
(RAPD), ademas muestra repetitividad perfecta.

e Cantidad de ADN: requiere de cantidades minimas de ADN y puede utilizar
muestras parcialmente degradadas (0.1-0.5ng.)

e Eficiencia: los marcadores se pueden generar a gran velocidad, como lo demuestra
la alta proporcion de polimorfismos generados.

e Herencia mendeliana: los marcadores AFLP se segregan de manera mendeliana y
se pueden utilizar para poblaciones genéticas y en el analisis QTL.

e Resolucion: debido al nimero casi ilimitado de marcadores que se pueden generar,
usando una serie de combinaciones de iniciadores, algunos marcadores se
encuentran regiones variables y por ello revelan diferencias genéticas (Miieller y

Wolfenbarger, 1999).

Desventajas: La principal desventaja de AFLP-PCR es la dificultad en la
identificacion de marcadores homologos (alelos), lo que hace este método menos 1til
para los estudios que requieren la asignacion precisa de los estados alélicos, tales como

analisis de heterocigosidad.

Aplicaciones: entre las posibles aplicaciones de los marcadores tipo AFLP tenemos:

e Descubrir la variacion genética encriptado o en especies estrechamente
relacionadas que habia sido imposible distinguir.

e FEn la sistematica su utilidad descansa mas en la rapida agrupacion de linajes
estrechamente relacionados, que es crucial para los estudios de la biodiversidad o la
investigacion epidemiologica.

e También se emplean en el analisis de la variacion genética por debajo del nivel de
especie, sobre todo en la investigacion de la estructura y la diferenciacion de la
poblacion, incluida la estimacion de los analogos de FST y la variacion genética
dentro de las poblaciones.

e Evaluar el flujo de genes y la dispersion, la polinizacion cruzada, la introgresion y

casos de hibridacion.
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e La alta resolucion de marcadores AFLP también permite la estimacion precisa e
imparcial de una relacion, asi como diferencias de individuos de descendencia
clonal y para andlisis de paternidad.

. Se han utilizado ampliamente para la construccién de mapas de ligamiento de QTL
de rasgos agronomicos de las plantas, tales como resistencia a enfermedades y
tolerancia a la sal, y la identificacion de QTL asociados con rasgos fisioldgicos

(Miieller y Wolfenbarger, 1999).

En la Tabla 5 se observa una comparacion entre los diferentes marcadores moleculares

mas frecuentemente usados.
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Tabla 5: Comparacion de las diferentes caracteristicas de los marcadores mas frecuentemente usados

IRAP/
Marcador molecular RFLP RAPD AFLP SSR CAPS SCAR REM RAMP SSCP SNP
AP

Grado molecular M M M M L M M M L H
Especificidad de locus Y N N N Y Y Y Y Y Y
Dominancia/codominancia C D D C C C D D C C
Fécil replicacion H L H M H H H M M H
Abundancia H H H M L L H M L H
Requler§ informacion de v N N N % v v N v v
secuencia

Cantldgd de ADN u L M L L L L L L L
requerido

Automatizacioén N Y Y Y Y Y Y Y N Y
Costo por ensayo H L M LM M L L M H L
Requerimientos técnicos H L M L/M H M H H H M

H=Alto; M=Medio; L=Bajo; Y=Yes; N=No; D=Dominancia; C=Codominancia.
Fuente: Mondini et al. (2009)
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2.12 Analisis de informacioén

Taxonomia es el estudio tedrico de la clasificacion, incluyendo sus bases, principios,
procedimientos y reglas. El motivo de estudio de las clasificaciones son los objetos y
organismo a clasificar. La taxonomia es la disciplina que trata de explicar como se

clasifican y como se determina (Crisci y Lopez, 1983).

La taxonomia numérica ha sido definida como la evaluacion numérica de la afinidad o
similitud entre unidades taxondmicas y el agrupamiento de estas unidades en taxones,
basandose en el estado de sus caracteres (Crisci y Lopez, 1983). La taxonomia numérica se
utiliza para eliminar las subjetividades en el proceso de asignar individuos o clases
previamente definidos. Al usar procedimientos estadisticos con criterios establecidos para
hacer los grupos, la clasificacion o asignacion de los individuos a los grupos se hace con

objetividad (Sevilla y Holle, 2004).

La taxonomia numérica, ademas de hacer mas objetiva la asignacion de individuos en
grupos, tiene la finalidad de evaluar cuantitativamente las semejanzas o diferencias entre
grupos y presentar el ordenamiento de estos grupos en niveles jerarquicos (Sevilla y Holle,
2004).

Pasos elementales en casi todas las técnicas numéricas son:

A. Eleccion de las unidades: se eligen los organismos a estudiar y se definen las
unidades a clasificar denominadas “unidades taxondmicas operativas” (OTU).

B. Eleccion de los caracteres: se eligen los caracteres que describan a las OTU y se
registra el estado de los caracteres presentes en ellas.

C. Construccion de una matriz basica de datos: con la informacion obtenida en los
pasos anteriores se construye una matriz basica de datos (MBD) de OTU por
estados de los caracteres.

D. Obtencion de un coeficiente de similitud para cada par posible de OTU: a base de
la MBD vy utilizando un coeficiente adecuado a los datos que contiene, se calcula la
similitud para cada par posible de las unidades taxondmicas.

E. Construccion de la matriz de similitud: con los valores de similitud calculados en el

paso anterior se construye una matriz se similitud OTU por OTU.
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F. Conformacién de grupos: a base de la matriz de similitud del paso anterior y
mediante la aplicacion de distintas técnicas se obtiene la estructura taxondmica del
grupo en estudio

G. Generalizaciones: se formulan las generalizaciones acerca de los taxones, tales
como: eleccion de caracteres discriminativos, relacion entre los organismos,

inferencias acerca de los taxones, etc.

2.12.1 Eleccion de las unidades

El primer paso en cualquier proceso clasificatorio consiste en elegir las unidades a
clasificar, es decir las OTU. La eleccion de la unidad de estudio entre esas entidades
dependera en gran medida, de la estrategia y de los objetivos del trabajo taxonémico.
Cualquiera que sea la entidad unitaria, siempre estd compuesta por individuos y por lo
tanto estos deberan ser la unidad universal. La unica regla general en la eleccion de las
OTU es que cada una de ellas debe ser internamente lo mas homogénea posible. Excepto
en el caso del individuo como unidad, siempre existird cierta variacion interna imposible

de eludir (Crisci y Lopez, 1983)

2.12.2 Eleccion de los caracteres

El caracter puede definirse como cualquier propiedad que varia en las OTU en estudio. Los
posibles valores que ese caracter pueda presentar se consideran sus estados. Los tipos de
caracteres podrian ser: morfologicos, fisiologicos, quimicos, etologicos, ecoldgicos,

geograficos y genéticos (Crisci 'y Lopez, 1983).

Los caracteres observados o medidos son atributos diferenciales, en los cuales cada
individuo de cualquier clase debe diferir al menos en un atributo, con cada individuo de
cualquier otra clase. La dificultad estd en definir el atributo; no son tan claramente

diferenciables (Sevilla y Holle, 2004).

Los caracteres deben ser observados y registrados en datos, la observacion cientifica debe
ser sistematica, detallada y variada. Los datos deben ser objetivos y precisos. La taxonomia
numérica exige que todos los datos sean expresados en forma cuantitativa, de modo que

sean computables, es decir que puedan realizar operaciones de calculos mediante niimeros.
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Como no todos los caracteres se pueden expresar se este modo, algunos deben ser
sometidos a una trasnformaccion para poder trabajar con ellos, como sucede con los de

tipo morfoldgico (Crisci y Lopez, 1983).

Los datos para expresar su variabilidad pueden ser:
e Doble estado: son los denominados datos binarios, es decir aquellos que tienen solo
dos estados.
e Multiestado: son aquellos que poseen tres o mas estados y pueden ser de dos tipos:
cualitativos o cuantitativos. Los primeros pueden ser ordinales o nominales segiin
su naturaleza; los segundos pueden ser discontinuos o continuos (Crisci y Lopez,

1983).

2.12.3 Construccion de la matriz béasica de datos

Los datos obtenidos se presentan en forma de cuadro o tabla denominada Matriz Basica de
Datos. La matriz basica de datos (MBD) se construye a partir de la informacion que se
obtiene en la caracterizacion y evaluacion de especies. Consiste en un arreglo en forma de
cuadricula con tantas filas como accesiones existentes (n) y una columna para cada
variable (p). La construccion de la MBD es fundamental porque constituye el punto de
partida o materia prima para la aplicacion de las herramientas estadisticas (Franco e

Hidalgo, 2003).

2.12.4 Obtencion del coeficiente similitud para cada par de OTU

El parecido o similitud es cuantificable aplicando un coeficiente de similitud. Con el uso
de estos coeficientes en operaciones matematicas se puede calcular las similitudes respecto
a cada par posible de OTU de una MBD. La taxonomia numérica ha formulado numerosos

coeficientes de similitud, los mas conocidos son:

A. Coeficiente de Asociacion

Southwood afirma que en diferentes investigaciones ecologicas es deseable examinar y
expresar cuantitativamente el grado de asociacion entre dos especies por lo que entre los
tipos de indices mas simples para medir la asociacion entre especies se encuentran aquellos
basados en la comparacion de la distribucion entre ellas. Para ello se tiene dos

aproximaciones: una esta basada en la afirmacion que tienen una misma oportunidad de
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presentarse en todas las muestras, y el grado de asociacion se mide comparando la
diferencia entre el numero actual y el nimero esperado de ocurrencias conjuntas; la
segunda aproximacion considera solo el nimero de ocurrencias conjuntas como una
porcion del numero total de ocurrencias, y describe la frecuencia con la cual dos especies
se encuentran juntas (indices de afinidad) (Rodriguez et al., 2001). Se presentan los
principales coeficientes para los diferentes tipos de datos (Tabla 6).

Tabla 6: Principales coeficientes de asociacidn segun el tipo de datos

Tipo de dato indices
Emparejamiento Simple (Sokal Y Michener, 1958), Rogers Y Tanimoto
(1960), Hamman (1961), Jaccard

Binarios o doble 1950y gulezynsky  (1927), Russell Y Rao (1940), Dice

estado (1945), Ochiai  (1957), Sokal Y Sneath (1963), Yule
(1911), Pearson.
o Extension Del Emparejamiento Simple, Distancia Chi-Cuadrado
Cualitativos .
(Benzecri, 1970).
Cuantitativos Euclidea, Manhattan, Bray-Curtis, Canberra, Minkowski, Mahalanobis
Datos mixtos Gower (1971).
Nei (1972), Nei (1978), Hillis (1984), Swofford-Olsens (1990), Cavalli-
Genéticos Forza Y Edwards (1967) O Distancia Del Arco, Cavalli-Sforza Y

Edwards (1965) 0 Distancia
De La Cuerda, Rogers (1972), Prevosti (Wright, 1951).

Fuente: Ligaretto en Franco e Hidalgo (2003).

B. Coeficientes de similitud

Janson y Vergelius anotan que dentro de las medidas de similitud ecologica existen
aquellas que tratan de medir el grado de coexistencia entre dos especies sobre diferentes
localidades, es decir, la frecuencia con que se encuentran dos especies en la misma
localidad. De todos los coeficientes de asociacion, los mas prolificos son los de similitud,
estos miden la asociacion entre muestras, permitiéndonos conocer cuan cercanos o cuan

lejanos con los individuos unos con otros (Rodriguez et al., 2001).

Las medidas de similitud no son métricas y son interpretadas en términos de dissimilaridad
y similaridad, siendo asi dos individuos cercanos cuando su dissimilaridad o distancia es

pequeia, mientras que su similaridad es grande (Everitt et al., 2011).

Estos miden las coincidencias y diferencias en los estados de los caracteres entre dos
OTUs. Esta medicion exige datos del tipo doble-estado, aunque bajo determinadas
condiciones algunos de estos coeficientes pueden aplicarse sobre datos multiestado sin
secuencia logica (Crisci y Lopez, 1983). Si se compara un caracter doble estado de dos

OTUs, j y k, se presentan cuatro posibilidades: que se observan en la Tabla 7:
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Tabla 7: Matriz de combinaciones posibles al compararse dos OTUs para un caracter
doble-estado

OTUy
1 0
Presente (1) 1,1(a) 1,0(b)
Ausente (0) 0,1(c) 0,0(d)

OTU;

Donde:
a: Ambos OTUs tienen el cardcter comparado

b: El caracter estd presente en el primer OTU y ausente en el
segundo

c: El caracter esta ausente en el primer OTU y presente en el
segundo

d: Ambos OTUs no tienen el caracter comparado

El coeficiente de asociacion varia de 0 a 1, siendo el valor 1 el que expresa la maxima

semejanza entre dos OTUs.

La razon de la existencia de un gran namero de coeficientes de similaridad es debido a la
aparente incerteza sobre la consideracion de las dobles ausencias (d). En algunos casos las
dobles ausencias son completamente equivalentes a las dobles presencias y ambos son
considerados en el calculo de la medida de similaridad, pero en otros casos no se

consideran las dobles ausencias.

b.1. Coeficiente de similaridad Simple Matching

Simple matching o coeficiente de Igualdad Simple fue desarrollada para analizar
caracteristicas evaluadas a partir de claves taxonomicas dicotomicas, este coeficiente
asume que no existen diferencias entre las dobles presencias y las dobles ausencias, por lo
que la variable o el atributo pueden tomar el valor de cero o de uno indistintamente

(Rodriguez et al., 2001). La férmula es:

4 = a+d
U a+d+b+c
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b.2 Coeficiente de similaridad Jaccard

El coeficiente de Jaccard o llamado coeficiente de comunidad, es el mas conocido de los
coeficientes que ignora o excluyen a las dobles ausencias, este considera la proporcion

entre localidades donde ambas especies se encontraron y el numero total de localidades,

donde al final una de ellas se encontr6 (Rodriguez et al., 2001). La formula es:

p a
U a+b+c

Los coeficientes de similaridad para datos binarios se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Coeficientes de similitud mas utilizados en caracterizacién de

germoplasma

Coeficiente Formula Autor

Simple Matching M/n Sokal y Sneath (1963)
Jaccard Y—d Jaccard (1908)

. Dice (1945), Nei y Li
Dice 2a/Za +b+c (1979)

(ad — bc) /

Phi J@+b)(c+d)(a+c)(b+d) Sokal y Sneath (1963)
Kulezynski 1 4/ Kulezynski (1927)

. 1 .
Kulezynski 2 > [(a/ a4 b) +(Ya 4 C)] Kulezynski (1927)
Hamann (m — ”)/n Hamann (1961)

. m Roger y Tanimoto
Roger y Tanimoto /(n + ) (1960)
Russel y Rao @/ Russel y Rao (1940)
Ochiai I faThaTe Ochiai (1957)
(ad — bc) /
Yule (ad + bc) Yule (1911)

m=a+d; u=b+c; n=m+u

Fuente Nufiez y Escobedo, 2011

C. Coeficiente de Distancia

Representa la similitud como la proximidad de las accesiones con respecto a sus variables.
Son en realidad medidas de diferencias donde los valores elevados indican una menor
similitud. Segin Crisci y Lopez (1983) su uso se recomienda para analizar datos
cualitativos, cuantitativos y mixtos (ambos tipos). Los resultados se obtienen en una matriz

simétrica cuyos valores varian de 0 a a (infinito), donde 0O es el indicativo de méxima
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similitud. Entre los coeficientes mas usados se tiene 'Mean Character Difference' (MCD) y
las distancias de Manhattan (MD), Taxonémica (TD), euclidiana (DE) y euclidiana al
cuadrado (d2) (Crisci y Lopez, 1983). Como sintesis de los conceptos sobre los indices o
coeficientes de similitud o de distancias, Bramardi explica que la semejanza entre pares de
unidades ha recibido diferentes denominaciones tales como similitud, proximidad,
disimilitud y distancia o asociacion, por tanto, se sugiere que todas estas acepciones sean

consideradas como un grupo de indices de distancia. (Franco e Hidalgo, 2003).

La distancia euclidiana o medida lineal de distancia es la medida estadisticas mas
comunmente usada para la estimacion de la distancia genética entre individuos (genotipos
0 poblaciones) para datos morfoldgicos. Gower describid un coeficiente general para
medicion de la distancia entre individuos en base al tipo de cardcter como dicotémico,
cualitativo y cuantitativo. Para caracteres cualitativo la distancia entre dos individuos es 0
(idénticos) o 1 (diferentes); mientras que en los caracteres cuantitativos la distancia es
calculada como la diferencia entre los valores de las caracteristicas dividido sobre el rango

de las caracteristicas (Mohammadi y Prasanna, 2003).

D. Coeficientes de Correlaciéon

Cuantifica en términos relativos el grado de asociacion intima o variacidon conjunta entre
dos descriptores cuantitativos, por ej., entre altura de planta y dias a floracion. Su valor
oscila entre -1 y +1. El signo del coeficiente indica el tipo de asociaciéon negativo (-) si la
relacion es inversa y positivo (+) si es directa. La magnitud esta asociada con el grado de
intimidad entre las variables, si el valor es proximo a 1 estdn estrechamente
correlacionadas; por el contrario, un valor proximo a 0 debe ser interpretado con reserva ya
que puede indicar independencia entre las variables o una relacion no lineal. El coeficiente
mds empleado es el de Pearson que se recomienda para datos de tipo multiestados

cuantitativos, aunque también es util para datos mixtos (Franco e Hidalgo, 2003).

2.12.5 Matriz de similitud

Los resultados obtenidos de la aplicacion de cualquiera de los coeficientes de similitud
para los pares posibles de OTU ordenados en forma tabular constituyen la matriz de
similitud. Las OTUs ocuparan tanto las filas como las columnas, siguiendo el mismo orden

en ambas, de esta manera se logra comparar cada OTU consigo misma y con las restantes
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OTUs. Asi estructurada la matriz cada valor de la diagonal principal (Sy1, S22, S33, ..., S)
representa a cada OTU comparada consigo misma, este valor corresponde al de méxima
similitud, que es 1, (con coeficiente de similitud) y 0 (con coeficiente de distancia

taxonomica) (Crisci 'y Lopez, 1983).

2.12.6 Andlisis de agrupamientos

El analisis de agrupamiento comprende técnicas que, siguiendo reglas mas o menos
arbitrarias, forman grupos de OTU que se asocian por su grado de similitud. Las mas

utilizadas son las exclusivas, jerarquicas, aglomerativas y secuenciales.

Entre las técnicas jerarquicas una de las mas sencillas, es la técnica del "grupo par" ("pair
group") en la cual solo puede ser admitido una OTU o un grupo de OTUs por nivel. Esto
significa que los grupos formados en cualquier etapa de los agrupamientos contienen solo
dos miembros. En la incorporacion de nuevas OTUs o nicleos (conjunto formado por dos
OTUs) o grupos (formado por conjuntos con mas de 2 OTUs) existentes, se puede seguir
por tres caminos diferentes denominados: ligamiento simple, ligamiento completo y

ligamiento promedio.

El método de incorporacion de OTU mads usado es el de ligamiento promedio, en donde se
considera que el valor de similitud entre la OTU candidato a incorporarse y el grupo o
ntcleo es igual a una similitud promedio resultante de los valores de similitud entre el
candidato y cada uno de los integrantes del grupo o nucleo. La técnica mas utilizada de
entre los diferentes tipos de promedios que hay es la media aritmética no ponderada
UPGMA ("Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average") Crisci y Lopez
(1983).

El método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average) o grupo
de ligamiento promedio, también conocido como el método de agrupamiento de pares no
ponderado usando el enfoque del promedio, siendo asi un intermedio entre el ligamiento

simple y el ligamiento completo, es un método relativamente robusto.

Usualmente emplea matrices de similaridad o distancia, donde la distancia entre dos
agrupamientos es el promedio de la distancia entre todos los pares de individuos que se

componen de un individuo de cada grupo (Everitt, et al., 2011).
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A. Representacion

La estructura taxondmica obtenida de la matriz de similitud con las técnicas de andlisis de
agrupamiento puede representarse graficamente de varias formas, pero la mas utilizada es
el fenograma, el cual es un diagrama arborescente que muestra la relaciéon en grado de
similitud entre dos OTUs o grupo de OTUs. El fenograma es un diagrama arborescente que

muestra la relacion en grado de similitud entre dos OTU o grupos de OTU.

Respecto a la terminologia, se distinguen entre fenograma que representa las relaciones
feneticas, y cladograma, donde las ramificaciones estin basadas en las conexiones
filogenéticas entre las OTU. El termino dendograma incluye a los fenogramas y a los

cladogramas (Crisci y Lopez, 1983).

B. Distorsion

Es imposible que el fenograma sea un reflejo exacto de la matriz de similitud. Algunas de
las relaciones de similitud serdn distorsionadas al realizar una representacion
bidimensional. La técnica mas conocida para medir este grado de distorsion es la del
coeficiente de correlacion cofenético establecido por Sokal y Rohlf. Consiste en construir
una nueva matriz de similitud a partir de los valores del fenograma y se denomina matriz
cofenético. Entonces se calcula el coeficiente de correlacion entre ambas matrices. El
coeficiente de correlacion cofenético es una medida de la distorsion interna de la técnica,

pero no una evaluacion de la clasificacion (Crisci y Lopez, 1983).

De acuerdo con Rholf (2001), los rangos de confianza de la correlacion cofenético son:

Rango Interpretacion
0,9<r Muy buen ajuste
0,8<r<0,9 Buen ajuste
0,7<r<0,8 Pobre ajuste
r<0,7 Muy pobre ajuste

C. Indice de consenso (Cl¢)

La comparacion entre los dendogramas obtenidos se hace mediante el empleo del indice de
consenso Cl,, este provee una estimacion relativa de la similitud entre los dendogramas. El

indice de consenso se obtiene dividiendo el niumero de ramificaciones en comun en los
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dendogramas, entre el numero maximo posibles de ramificaciones (es n-2, donde n
corresponde al nimero de OTUS. El valor del indice de consenso varia desde 0 donde no
existe ningin consenso hasta 1 cuando los dendogramas son idénticos (Crisci y Lopez,

1983).

2.12.7 Analisis de correspondencia multiple

Analisis de correspondencia multiple (ACM) es una extension del analisis de
correspondencias (CA), que permite analizar el patron de relaciones de varias variables
dependientes categoricas. Como tal, también puede ser visto como una generalizacion de
analisis de componentes principales cuando las variables a ser analizadas son categorico en

lugar de cuantitativo (Abdi y Valentin, 2007).

El analisis de correspondencias es una técnica de reduccion de dimensiones y elaboracion
de mapas porcentuales. Los mapas porcentuales se basan en la asociacion entre objetos y
un conjunto de caracteristicas descriptivas o atributos especificados por el investigador. Su
aplicacion es muy directa y su beneficio es la capacidad para representar filas y columnas
en un mismo espacio. En este sentido la finalidad sera determinar la posicion de una serie
de objetos segin una serie de caracteristicas a través de un espacio vectorial en dos, tres o
mas dimensiones. En su forma bésica, el Analisis de Correspondencia examina las
relaciones entre categorias de datos nominales mediante la medida de asociacion chi-
cuadrado. Este analisis realiza una reduccion de la dimension del problema en donde la
proximidad, en sentido matematico, entre los individuos indicara el nivel de asociacion

(Nenadic y Greenacre, 2007).

2.12.8 Analisis de la variabilidad genética
A. Indice de Contenido Polimdérfico (PIC)

El PIC (Polymorphism Index Content) se utiliza para estimar la capacidad de cada
marcador para revelar los loci polimdrficos en el germoplasma.

Segin Rimachi et al. (2012), a pesar de ser conceptos diferentes, los términos PIC
(Contenido de Informacién Polimérfica) y H (Heterocigosidad) se utilizan como sinénimos
para estimar la “diversidad genética” (Smith et al., 1997) y resultaria ser la probabilidad de

que un marcador encuentre diferencias entre 2 individuos en al menos 1 locus.
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Los valores del PIC varian desde 0 (monomoérfico o no discriminatorio) hasta 1 (muy
polimdrfico o altamente discriminatorio, con varios alelos en igual frecuencia). (Smith et

al., 1997). Para un locus con dos alelos se utiliza la siguiente formula:

n
H=PIC=1—Zfi2
i=1

H=PIC=1-p?—qg?
Donde “p” es la frecuencia de la presencia del marcador (alelo 1) y “q” es la frecuencia de

la ausencia del marcador (alelo 2) (Powell et al., 1996).

Los valores PIC nos dan una idea de la capacidad de cada marcador generado para revelar
loci polimérficos en nuestras entradas, asi, como el valor de la frecuencia de ocurrencia de
cada una de nuestras bandas (alelos) y es considerada ademas, una medida de diversidad

genética (Smith et al., 1997).

Sin embargo la formula anteriormente dada corresponde a la heterocigocidad, que es una
medida alternativa para medir el grado de polimorfismo, y corresponde a la probabilidad
de escoger un individuo heterocigoto. Entonces la formula correcta para el calculo del PIC

€S

n n-1 n n n 2 n
PIC=1-)pt-2) p?p?=1—2p?—<2p3> + ) ot
i=1 i=1 i=1

i i=1 j=i+1 i i=1

Donde pi=frecuencia alélica del marcador y n=numero de diferentes loci. El PIC siempre

es mas bajo que la herocigocidad (Hildebrand et al., 1992).

B. Indice de diversidad de Shanon Weaver

La medicion de la variabilidad genética mediante el nimero de cultivares en un sitio
recientemente se adopta a los conceptos de diversidad de especies. Para esta medicion, las
accesiones o variedades locales provenientes de una region en particular se clasifican en
una serie de clases o rangos definidos en funcion de la expresion fenotipica. Una vez
definidas las clases, se clasifican las accesiones y se estiman los indices de diversidad con
el objeto de determinar la variabilidad genética preservadas por las comunidades en

funcion de la riqueza de morfotipos, variedades o bien de la riqueza de cultivares en un
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area destinada. Uno de los indices mas utilizados para cuantificar la biodiversidad
especifica es el de Shannon, también conocido como Shannon-Weaver (Franco e Hidalgo,

2003).

El indice refleja la heterogeneidad de una comunidad sobre la base de dos factores: el
numero de especies presentes y su abundancia relativa. Conceptualmente es una medida
del grado de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de un individuo en la
comunidad. La diversidad maxima (Hmax= InS) se alcanza cuando todas las especies estan

igualmente presentes (Pla, 2000).

2.12.9 Analisis de la estructura de la poblacion

M¢étodos espaciales especificos en busca de los limites genéticos a nivel individual pueden
aplicarse directamente para inferir la estructura de poblacion de marcadores dominantes.
Una vez que los limites genéticos se han identificado y evaluado su significado, es posible
reunir grupos de individuos. El analisis de la estructura de la poblacion se realiza mediante

el AMOVA.

Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Es una herramienta ampliamente utilizada para cuantificar la contribucion de los diversos
niveles de estructura de la poblacion a los patrones de variacion genética (Fitzpatrick,

2009).

La estructura genética de una especie estd relacionada con la distribucion de la diversidad
entre y dentro de las poblaciones. Su estudio se lleva a cabo normalmente mediante un
analisis de varianza que permite comprobar la bondad de una estructura genética jerarquica

propuesta.

La varianza molecular total es la suma de los componentes de la covarianza debido por
ejemplo a las diferencias entre los individuos dentro de una poblacion, a las diferencias
entre las distintas poblaciones dentro de un grupo y a las diferencias entre distintos grupos
de poblaciones. En términos estadisticos, la estructura de la poblacion introduce alguna
correlacion o covariancia entre los genes tomados de diferentes subdivisiones el hecho de
subdivision significa en términos genéticos que los individuos no se aparean al azar y que

la poblacion no es panmictica.
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El concepto de indice de fijacion se introdujo por Sewall Wright para describir el efecto de
la estructura de la poblacion en la cantidad de endogamia a un nivel dado de subdivision. A
partir del efecto de panmixia se crea una correlacion entre genes homologos en unidades
gameticas relacionadas a un par de genes tomados al azar de la poblacién. Wright propone
el uso de esta correlacion para describir la estructura genética y la cuantificacion del efecto

de endogamia (Balding et al., 2008).

Wright (1951) introdujo un método para partir el coeficiente de endogamia en una
poblacion subdividida (FIT) entre el componente debido a apareamientos no aleatorios
dentro de poblaciones (FIS) y la subdivision entre poblaciones (FST). Asi, la endogamia
total tendria un componente generado por la cruza entre parientes dentro de una poblacién
(FIS) y otro por el balance entre deriva génica y flujo (FST). La definicion original de
Wright se basaba en el coeficiente de endogamia. Asi, los estadisticos F pueden ser vistos
como la correlacion entre genes homologos tomados de un nivel de la subdivision en
relacion con cualquier otro nivel superior: la correlacion entre los genes de los individuos
(I) y los de la poblacion total (T) es representada por FIT, que corresponde a la endogamia
total. La correlacion entre los genes de los individuos y los de la subpoblacion (S) es
representada por FIS, mientras que la correlacion entre los genes de la subpoblacion y los
de la poblacidn total esta representa- da por FST, que es igual a la probabilidad de que dos
alelos idénticos por descendencia (identical by descent) se combinen en un cigoto, o

autocigosis (Pifiero, 2008).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

La caracterizacion morfoldgica del presente trabajo de investigacion se realizd en dos
localidades: la comunidad de Huancco Pillpinto, en la provincia de Calca, en el
departamento de Cusco; y en el caserio de Carbon Alto, provincia de San Marcos, en el
distrito de Gregorio Pita Pautamarca, en el departamento de Cajamarca. El primero esta a
una altitud de 3200msnm., entre los -13.9542 de latitud y -71.7597 de longitud. Mientras
que el segundo se halla a una altitud de 3884msnm., entre los -07°07.627" de latitud sury -
78°10.269" de longitud oeste. La caracterizacion molecular se realizo en el Area de
Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.

3.2 Materiales

3.2.1 Material Vegetal

Las plantas fueron obtenidas de la coleccion 2011-2012 del Proyecto AGROECO-
UNALM de las comunidades campesinas del Cusco y de Cajamarca (Figura 3). La
coleccion consta de 251 accesiones del Cusco y 20 accesiones de Cajamarca. Los datos

pasaporte de las accesiones utilizadas se observan en el Anexo 1.

Figura 3: Procedencia de las accesiones de mashua de los departamentos de Cusco y
CajamarcaMateriales y equipos de laboratorio
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3.2.2 Materiales para la extraccion de ADN
Reactivos Quimicos
e Acido Acético Glacial
e Agua Destilada
e Alcohol Isoamilico
e Bromuro de Hexadeciltrimetil Amonio (CTAB)
e [ Mercaptoetanol
e Cloroformo
e Cloruro de Sodio
e EDTA (Acido Etilen Diamino Tetra-Acetico)
e FEtanol Absoluto
e Isopropanol
e Nitrogeno Liquido
e RNAase A
e PVP (Polyvinilpyrrolidone)
e Tris (Tris Hidroxymethyl Amino Ethan)
Material de laboratorio
e Agitadores magneticos
e Espatulas, pinzas y tijeras
e Contenedor de nitrogeno liquido
e Guantes de vinilo
e Magnetos
e Matraces erlenmeyer
e Morteros de porcelana con pistilos
e Pipetores o pipetas
e Puntas plasticas de 10, 200 y 1000 pl
e Probetas 10, 100, 1000 ml.
e Racks polipropileno
e Tubos para micro centrifuga de 1.5 ml (Eppendorf)

e Vasos de precipitados
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Equipos

Autoclave

Balanza analitica
Bomba de vacio
Camara de bafo maria
Congelador a -20°C
Estufa

Horno microondas
Potenciometro
Refrigeradora

Vortex

3.2.3 Materiales para la electroforesis

Reactivos Quimicos

Acido acético glacial

Acrilamida

Agarosa

Agua destilada

Azul de bromofenol

Bind silano adherente, silane A 174

Bromuro de etidio

Bisacrilamida (N,N’-methyllene-bis-acrymalide)
Formaldehido

Formamida

Hidréxido de sodio

Marcador de peso fago A digerido don enzima Pst I
Nitrato de plata

Orange G(**)

Persulfato de amonio

TEMED (N,N,N’,N’-Tetra-metil etilen di-amina)
Urea

Xilen cianol
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Materiales de Laboratorio

e Tubos eppendorf

e Pipetas

e Placas de 96 pocillos, capacidad de 200ul
e Racks polypropylne (soporte de tubos eppendorf)
e Termometros

e Vasos precipitados

Equipos

e (Camara de electroforesis horizontal

e (Camara de electroforesis vertical

e Transiluminador UV ULTRA LUM

e FEscaner

e Fuente de poder

e Horno microondas

e Shaker

e Bomba de vacio

3.2.4 Materiales para la PCR
Reactivos Quimicos
e Adaptadores ECO DS y Msel DS
e Aguamili Q (agua ultra pura)
e Alcohol: 96 por ciento y absoluto
e BSA 10X
e Buffer 10X
e Buffer 10X Ligasa
e Cloruro de magnesio MgCl,
e Desoxinucleotidos (dATP, dCTP, dGTP, Dttp)
e Enzimas de restriccion: ECORI y Msel
e Enzima T4 ADN ligasa
e Enzima Taq - ADN polimerasa
e Iniciadores para ECO Rl y Mse |
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Materiales de Laboratorio

e Micropipetas regulables de 0.5-10ul, 2-20 ul, 100-1000 pl
e Placas de policarbonato PCR 96 pocillos
e Puntas para micropipetas

e Tapas de placas PCR de 96 pocillos

e Tubos strips 0.2ml para PCR

Equipos

e Micro centrifuga para tubos de 1.7 ml.

e Termociclador

Software

e NTSYs-pc version 2.20

e Minitab version 16

e Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 1992)

e Darwin
3.3 Métodos

3.3.1 Caracterizacion morfolégica
A. Siembra de las accesiones

Para la caracterizacion morfologica, las accesiones del departamento de Cusco fueron
sembradas en parcelas demostrativas en terreno de la comunidad de Huancco Pillpinto, en
la provincia de Calca. Mientras que las accesiones de Cajamarca fueron sembradas en el
caserio de Carbon Alto, provincia de San Marcos, en el distrito de Gregorio Pita
Pautamarca. Se optd por elegir un disefio sistematico para la distribucion de las accesiones
en la parcela, tomando como criterio el orden alfabético de los nombres comunes de las

mismas, considerando 5 repeticiones en el surco individual por accesion (5 tubérculos).

B. Definicion de Descriptores

Los descriptores utilizados en la caracterizacion morfologica fueron seleccionados a partir
de los propuestos por Arbizu y Tapia (1994), por Monteros (1997) y Durand (2006) con
algunas modificaciones realizadas en el momento de la caracterizacion (Anexo 2). La lista
de descriptores con sus estados fenologicos para la evaluacion de las accesiones de mashua

se muestra en la Tabla 9:
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Tabla 9: Lista de los descriptores cualitativos para mashua

Estructura

Marcador

Estados

Tipo de planta

1 Erecta, 2 Semi-erecta, 3 Postrado

Planta Cobertura del suelo 1 Bajo, 2 Medio, 3 Alto
1 Verde, 2 Verde con rojo grisaceo, 3 Purpura rojizo,
Color tallo , o ; -
4 Verde con purpura grisaceo, 5 Plrpura grisdceo o morado
. - . 1 Verde, 2 Verde con rojo grisaceo, 3 Verde con purpura grisaceo, 4
Pigmentacion axilar . ] .
Tallo Rojizo, 5 Plrpura grisaceo o morado
Color estipula 1 Yerde, 2,Verde con rojo grisaceo, 3 Verde con purpura grisaceo, 4
Rojiza, 5 Purpura grisdceo o morado
Fasciacion 0 Ausente, 1 Presente
Color haz 1 Verde amarillento, 2 Verde, 3 Verde oscuro
Color nervadura haz 1 Verde, 2 Verde purpura, 3 Parpura
Colqr predominante  del 1 Verde claro, 2 Verde
envés
Color secundario. envés 0 Ausente, 1 Presente
Hojas  Color nervadura. envés 1 Verde, 2 Verde parpura, 3 Parpura
Color borde lamina 1 Verde, 2 Verde parpura, 3 Purpura
Forma Iébulo 1 Semicircular, 2 Circular, 3 Semicircular y circular
Numero lébulos 1 Tres, 2 Cinco, 3 Tres y cinco
. 1 Verde, 2 Rojo verdoso, 3 Rojo, 4 Morado y morado con pigmentacion
Color peciolo .
rojiza
Primario . de corola 0 Sin informacion, 1 Amarillo, 2 Anaranjado, 3 Anaranjado rojizo
(externa e interna.)
Secundario corola 0 Sin informacién, 1 Ausente, 2 Amarillo oscuro, 3 Anaranjado, 4
(externa e interna) Anaranjado rojizo
Color superior de la 0 Sin informacion, 1 Amarillo, 2 Anaranjado-amarillo,
corola externa 3 Anaranjado
Flor Color inferior de la
0 Sin informacion, 1 Amarillo, 2 Amarillo - naranja
corola externa
- 0 Sin informacion, 1 Naranja, 2 Rojo naranja, 3 Rojo,
Color caliz .
4 Rojo oscuro
, 0 Sin informacion, 1 Rojo grisaceo con verde, 2 Rojo grisaceo,
Color pedunculo flor , e , , , D
3 Purpura rojizo o purpura, 4 Parpura con verde, 5 Purpura grisiceo
. 0 Sin informacion, 1 Anaranjado, 2 Rojo naranja, 3 Rojo,
Color espolén 4 Roi
Rojo oscuro
. , 0 Sin informacion, 1 Uniespolonado, 2 Uni y biespolonado,
Espolén  Ndmero de espolones TR
3 Uni, bi y triespolonado
. 0 Sin informacién, 1 Acampanado, 2 Conico, 3 Conico, acampanado y
Forma de espol6n .
aberraciones
NGmero de estiamas 0 Sin informacion, 1 Trifido, 2 Tetrafido, 3 Pentafido, 4 Tri y tetrafido, 5
9 Tri y pentafido, 6 Tetra y pentafido, 7 Tri, tetra, pentafido
2 Plg_m entacion  de los 0 Sin informacion, 1 Ausente, 2 Presente
Organos _estigmas
de flor Plgrr;ggfsglon de los 0 Sin informacion, 1 Ausente, 2 Presente
Nuamero de estambres 0 Sin informacion, 1 < 8 estambres, 2 8 estambres, 3 > 8 estambres
Pigmentacién filamentos 0 Sin informacion, 1 Ausente, 2 Presente
Presencia de fruto 0 Sin informacion, 1 Ausente, 2 Presente
0 Sin informacion, 1 Sin semilla, 2 Tricarpelar, 3 Tetracarpelar,
Fruto  Numero carpelos 4 Pentacarpelar, 5 Tri y tetracarpelar, 6 Tri y pentacarpelar, 7 Tetra y
pentacarpelar, 8 Tri, tetra, pentacarpelar
Superficie de carpelo 0 Sin informacion, 1 Falta madurar, 2 Liso, 3 Rugoso
~ 1 Pequeiio (0-5:2.5cm), 2 Mediano (6-10: 2.6-5cm), 3 Grande (11 a mas:
Tamaiio
Tubérculo 2.1 amas)
Uniformidad 1 Baja, 2 Media, 3 Alta

Tipo de superficie

1 Rugosa, 2 Lisa, 3 Lisa y rugosa
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Continuacion

Forma del tubérculo

1 Coénico acortado, 2 Conico, 3 Conico alargado, 4 Cénico elipsoidal, 5
Cilindrico

Profundidad de los ojos

1 Superficiales, 2 Semiprofundos o ligeramente profundos, 3 Profundos

Tuberizaciones en los
0jos

0 Ausencia, 1 Presencia

Color primario 0
predominante de la piel
del tubérculo

1 Blanco, 2 Blanco amarillento (4d,8d,10d), 3 Amarillo verdoso (4a,b,c),
4 Amarillo (8a,b y 10a,b), 5 Amarillo naranja (13a,b y 17 b, ¢), 6
Naranja (25abc), 7 Rosado (34c, 35b), 8 Puarpura (187d), 9 Parpura
grisaceo (187b,c), 10 Morado (79a,b), 11 Café (200 c, d), 12 Negro
(200a)

Color secundario de la
piel del tubérculo

0 Ausente, 1 Amarillo (8a,b 'y 10 a, b, ¢), 2 Amarillo oscuro (13a,b,c), 3
Amarillo naranja (17a,b,c), 4 Naranja (25b,c), 5 Rosado o Rojo naranja
(35b,c y 37a), 6 Rojo (42a,b,c), 7 Rojo oscuro (45a,b,46a), 8 Rojo
grisaceo (183b,c), 9 Parpura o Magenta (77b,d), 10 Parpura grisiceo
(187a,b,c), 11 Morado (79a,b), 12 Morado grisaceo (187b), 13 Negro
(200a)

Distribucién del color
secundario de la piel del
tubérculo

0 Ausente, 1 Ojos, 2 Debajo de los ojos, 3 Hacia el apice, 4 Hacia la
base, 5 Igualmente distribuido, 6 Ojos y debajo de los ojos, 7 Ojos y
apice, 8 Ojos y base, 9 Debajo de los ojos y hacia el apice, 10 Debajo de
los ojos y hacia la base, 11 Ojos, debajo de los ojos y hacia el apice, 12
Ojos, debajo de los ojos y hacia la base, 13 Ojos, hacia el apice y hacia
la base, 14 Debajo de los ojos, hacia el apice y hacia la base, 15
Irregularmente distribuido

Forma de coloracion

0 Ausente, 1 Jaspe, 2 Bandas, 3 Puntos, 4 Manchas en los ojos, 5 Jaspes
y bandas, 6 Jaspes y puntos, 7 Jaspes y manchas en los ojos, 8 Bandas y
puntos, 9 Bandas y manchas en los ojos, 10 Puntos y manchas en los
ojos, 11 Jaspes, bandas y puntos, 12 Jaspes, bandas y manchas en los
ojos, 13 Bandas, puntos y manchas en los ojos, 14 Jaspes, puntos y
manchas en los ojos

Color predominante de la
pulpa del tubérculo

1 Blanco, 2 Blanco amarillento (4d,8d,10d), 3 Amarillo (8a,b,c; 10a,b,c
y 13a,b,c), 4 Amarillo naranja (17a,b,c), 5 Naranja (24 a, b, c), 6 Naranja
oscuro (25b,c), 7 Morado (79a,b)

Color secundario de la
pulpa

0 Ausente, 1 Amarillo claro(8a,b,c y 10 a, b, ¢), 2 Amarillo oscuro
(13a,b,c), 3 Amarillo Naranja (17a,b,c), 4 Rojo grisaceo (183 ¢, d), 5
Morado (79a,b), 6 Morado grisaceo (187b)

Distribucion del color
secundario de la pulpa
del tubérculo

0 Ausente, 1 Epidermis, 2 Zona cortical, 3 Anillo vascular, 4 Medula, 5
Epidermis mas zona cortical, 6 Zona cortical mas anillo vascular, 7
Medula mas epidermis, 8 Anillo mas epidermis, 9 Medula mas anillo, 10
Medula mas zona cortical, 11 Epidermis, anillo vascular y medula

C. Caracterizacion en campo

Se caracterizaron plantas de mashua procedentes de 11 provincias del departamento del

Cusco y de 3 provincias del departamento de Cajamarca, utilizando 45 caracteres

morfologicos cualitativos y 4 caracteres cuantitativos. De los caracteres cualitativos 32

caracteres corresponden a la parte aérea y 13 a los tubérculos.

La caracterizacion de la parte aérea de la planta se realiz6 durante la Gltima semana del mes

de Abril y primera semana de Mayo, cuando mas del 50 por ciento de las plantas se

encontraban en plena floracion. Se evaluaron 32 caracteres morfologicos en 5 plantas por

accesion.
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La caracterizacion de los tubérculos se realizdo durante el mes de Julio, inmediatamente
después de la cosecha durante el mes de Julio, con la finalidad de evitar variacion de color.
Para ello los tubérculos se evaluaron en campo y ademas fueron trasladados al fundo de la
UNALM en donde en primer lugar se ordenaron los tubérculos segun su color principal
desde el mas claro (Blanco) hasta el mas oscuro (Morado), su tamafo y formas de
coloracidn secundaria. Se evaluaron 13 caracteres, en 5 tubérculos por cada accesion. Para
las evaluaciones se emple6 la tabla de colores de Royal Society of Horticulture y se

tomaron fotografias.

3.3.2 Caracterizacion molecular
A. Extraccion de ADN

El ADN genomico total fue extraido de hojas jovenes frescas, segiin la metodologia de
Doyle & Doyle (1990), la cual consiste en mezclar en un tubo eppendorf de 1.5 ml. hojas
jovenes, previamente trituradas con nitrégeno liquido, con 0.7 ml de CTAB 2X (20 g.
CTAB, 81.81 g. NaCl, 40 ml. 0.5 M EDTA a pH 8.0, 100 ml. de 1M Tris:HCl a pH 8.0y
10 g. de PVP para 1 L.) con B-mercaptol e incubados a 65°C durante 45 min. Después de la
incubacion se afiadio 0.7 ml. de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugo a
14 000 rpm. durante 10 min. Luego se transfirid el sobrenadante y se afiadio 0,065 ml. de
CTAB 10X (10 g. CTAB, 5 g. NaCl, 10 ml. 0.5 M EDTA a pH 8.0 para 100 ml.) y
cloroformo y se volvid a centrifugar. Después se volvid a transferir en sobrenadante y se
precipito con 2-propanol. Por tltimo se lavo el ADN con etanol al 70 por ciento y al 90 por
ciento, para que luego se diluya en TjoEo; (100 ml. de IM Tris: HCl a pH 8.0, 0.5 M
EDTA a pH 8.0 para 400 ml.) y se almacene a -20°C.

B. Determinacion de la calidad y concentracion de ADN

La determinacion de la calidad y concentracion del ADN en las muestras extraidas se
realizé en geles de agarosa al 1 por ciento (2,5 g. Agarosa en 250 ml. TBE 1X) en una
camara electroforética horizontal sumergido en buffer TBE 1X (buffer TBE 10X- 108 g. de
Tris Base, 55 g de Acido Borico, 40ml. de 0.5 M EDTA a pH 8 para 1L.) Para ello se
realizé previamente una dilucion 1:10 de 1 pl de ADN extraido con 9 ul de tampoén de
carga SALB 1X (SALB 10X- 75 mg. Azul de Bromofenol, 75 mg. Xilene Cyanol, 100 mg.
Orange G, 2.5 ml. TBE10X y 30 g. Sucrosa en 50 ml.). La estimacion de la concentracion

se realizo mediante la comparacion de la intensidad de banda de ADN con la primera
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banda del fago A digerida con la enzima de restriccion Pst I (280 ng/ul equivalente a 14800
pb). La visualizaciéon de dichas bandas se hizo con bromuro de Etidio (10mg/ml), bajo la

exposicion de rayos UV.

C. Obtencion de marcadores AFLP

La técnica usada en la deteccion de marcadores moleculares es la técnica de AFLP
(Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados), segiin el manual de protocolos de
Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT). Esta técnica consta de 4 pasos
importantes segun el procedimiento desarrollado por Vos et al., (1995) digestion, ligacion,
pre-amplificacion y amplificacion selectiva; con el empleo de 6 combinaciones de

iniciadores.

a. Digestion

En esta primera etapa, la digestion se efectud con 50ng de ADN gendmico con enzimas de
restriccion Eco RI y Mse I, haciendo un volumen total de 10ul por muestra. Cada pocillo
se homogenizo y centrifugd y posteriormente se incubd a 37°C por un lapso de 24 horas

(Vos et al., 1995, modificado por IBT), tal como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10: Requerimiento para la digestion de ADN genémico

Digestion
Reactivos IX () 220X (ul)

EcoRINEB (100,000U/ml)=20U 0.1 pl 22 pl
Msel NEB (50,000U/ml) =5U 005 pl 11  pl

BSA 10X (Img/ml) 1 pl 220 pul
10X NEB 1 ul 220 ul

H,O Mili Q 285 ul 627 ul

50 ng ADN 5 ul 1100 pul

b. Ligacion de adaptadores

En esta segunda etapa, la ligacion se efectud con el ADN digerido de la etapa anterior, al
cual se le agrego la mezcla de reaccion de ligacion (Tabla 11); luego de homogenizar y
mezclar se incubd a temperatura ambiente por un lapso de 24 horas. Una vez digerido y
ligado el ADN se realizo la dilucidon 1:4 con tampon TyoEo 1, el cual sirvid para realizar la

amplificacion pre-selectiva (Vos et al., 1995, modificado por IBT).

49



Tabla 11: Requerimiento para la ligacion de ADN digerido a los adaptadores

Ligacion
Reactivos IX (uh) 220X (ul)
EcoRI DS adapter 0.5 ul 110 pl
Msel DS adapter 0.5 ul 110 pl

10X Ligase Buffer from NEB 1.25 ul 275 pul
T4 ligase NEB (400000U/ml)**  0.15 pnl 33 ul
H,0 Mili Q 0.1 pl 22 ul

c. Pre Amplificacion selectiva

En esta tercera etapa, el proceso consistio en la pre-amplificacion selectiva del ADN-
digerido-ligado-diluido, tal como se observa en la Tabla 12. Para ello, se realizé una PCR
con los iniciadores complementarios al sitio de corte de Eco RI y Mse [ y a la secuencia del
adaptador. Para este paso se tomd Sul del ADN-digerido-ligado-diluido y se homogenizo
con 20pl de master mix pre-selectivo (Tabla 12). La PCR se llevdo a cabo en un
termociclador, con un programa de amplificacion consistio en 1 ciclo a 72°C por 2 minutos
y 94°C por 4 minutos, luego 22 ciclos a 94°C por 30s., 56°C por 60s. y 72°C por 60s.,
seguido de 22 ciclos a 72°C por 5 minutos y 8°C de almacenamiento constante. Concluida
esta etapa se realiz6 nuevamente una dilucion de 1:4 con Agua Mili Q, el cual sirvio para

realizar la amplificacion selectiva (Vos et al., 1995, modificado por IBT).

Tabla 12: Requerimiento para la pre-amplificacion del ADN digerido-ligado

Pre-Amplificacion

Reactivos 1X (ul) 220X (uh
H,O Mili Q 11.55 pl 2541 ul
10X PCR Buffer 2.5 pl 550 pl
CiMg 2.5 ul 550 pl
dNTP mix(5mM) 1.25 pl 275 wl
EcoRI+0 primer (10uM) 1 pl 220 ul
Msel+0 primer (10uM) 1 ul 220 ul
Taq polymerase 0.2 ul 44 ul
50 ng ADN RL 5 ul 1100 ul
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d. Amplificacion selectiva

En esta cuarta etapa, el proceso consistid en la amplificacion selectiva de un namero
limitado de fragmentos de restriccion, el cual se logrd con el uso de la combinacion de
iniciadores que llevan tres nucleotidos selectivos adicionales. Para esto, se tomd 2pul de

ADN pre selectivo-diluido y se homogenizé con 8ul de master mix selectivo (Tabla 13).

Tabla 13: Requerimiento para la amplificacion selectiva del ADN pre-amplificado

Amplificacion Selectiva

Reactivos 1X (ul) 220X (u)
H,O Mili Q 2.7 w594 pul
10X PCR Buffer 1.1 pul 242 pl
CiMg 1.1 pul 242 pl
dNTP mix(5mM) 0.6 ul 132 pnl
EcoRI+3 primer (10uM) 2 ul 440 pl
Msel+3 primer (10uM) 03 ul 66 ul
Taq polymerase 0.2 w 44 ul
50 ng ADN RLA 2 ul 440 pl

La PCR se llevo a cabo en un termociclador, con un programa de amplificacion que
consistié en 1 ciclo a 94°C por 4 minutos, seguido de 10 ciclos a 94°C por 20s., 66°C por
30s. y 72°C por 2 minutos; luego 20 ciclos a 94°C por 20s., 56°C por 30 minutos y 72°C
por 2 minutos y finalmente 20 ciclos a 60°C por 30s y 8°C a almacenamiento constante

(Vos et al., 1995, modificado por IBT).

Finalizada la amplificacion selectiva se procedié a afiadir Sul de DYE 1X (9.6 ml. de
Formamida, 0.2M EDTA y 100 pl de Dye Stock (50 mg. Xilencianol y 50 mg. Azul de
Bromofenol en 1ml. de Agua Mili Q), el cual nos permitié6 observar la corrida de las

muestras a través del gel y la visualizacion de las mismas.

e. Seleccion previa de iniciadores AFLP

Usando ADN de 8 muestras de mashua diferentes morfolégicamente se hizo una seleccion
previa de iniciadores AFLP, con el fin de escoger las combinaciones mas polimorficas y
que brindaran bandas de mayor calidad, para escoger los iniciadores finales se tomo en
cuenta tanto el nimero de bandas polimoérficas obtenidas por combinacion de iniciadores

como la nitidez y definicion de las bandas.
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D. Electroforesis en geles de poliacrilamida

a. Preparacion de geles

Se prepar6 geles de poliacrilamida al 6 por ciento (420 g. area, 60 g. acrilamida, 3g. bis
acrilamida y 50 ml. TBE 10X para 1L.) usando vidrios de 41 x 60 cm de 4mm de espesor,
uno con muesca y el otro sin muesca. Ambos vidrios fueron limpiados y pulidos con etanol
96 por ciento con papel toalla. Posteriormente se procedi6 a tratar los vidrios, el vidrio con
muesca se tratd con repelente de lluvia usado para evitar la retencion de las gotas de agua
en el parabrisas de los automdviles (“Rain Repell”); mientras que el vidrio sin muesca fue
tratado con una solucion adherente (15 pl de Bind Siline, 15 pl de 4cido acéticoy 1.5 ml de
etanol absoluto). Luego de los respectivos tratamientos se procedio a pulir y dejar secar los
vidrios por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se procedié a colocar los separadores en
medio de los dos vidrios en paralelo, el cual aseguramos con abrazaderas de metal. Luego
se preparo el gel: 70 ml. de acrilamida, 45 pl. de TEMED y 450 pl de APS (1g. Persulfato
de amonio/10 ml. de agua miliQ); después verter el gel en los vidrios y se dejo polimerizar

por 30 minutos.

b. Electroforesis del producto amplificado

Se prepar6 la camara electroforética colocando verticalmente los vidrios con gel de
acrilamida, luego se procedio a afiadir buffer TBE 0.5X en la parte superior de la camara
(catodo) y TBE 1X en la parte inferior de la camara (anodo), y se conect6 a la fuente poder
por 15 minutos a 1600 voltios, iniciandose asi la pre-corrida. Concluido ese tiempo se
elimind el buffer 0.5X con ayuda de una jeringa de los pocillos. Una vez limpios los
pocillos se cargaron Sul de ADN de la amplificacion selectiva en cada uno, y luego se
conect6 la camara a la fuente de poder iniciando asi la migracion a través del gel. El voltaje
varid seguin la migracion (300V o 1400V) y el tiempo (4h o 17h), y la migracion varid

segun la combinacion de iniciadores.

c. Tinciény revelado de los geles

La visualizacion de los fragmentos de ADN amplificados se realizo a través de la tincion y
revelado de los geles de poliacrilamida en nitrato de plata. Realizando la fijacion, tincion,
revelado y secado del gel, seglin el procedimiento descrito en los protocolos de laboratorio
del CIMMYT modificado por IBT. Esta metodologia consistié en 4 pasos: fijacion del

ADN al gel con el empleo de la solucion de fijacion (100ml. Acido acético, 5 ml. Etanol en
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1L. de Agua destilada) por 20 minutos, tincién de las bandas con la solucién de nitrato de
plata (2 g. de Nitrato de plata en 1L. de Agua destilada) por 20 minutos, revelado de las
bandas con la solucion de hidroxido de sodio (30 g. de NaOH, 10 ml. de Formaldehido en
IL. de Agua destilada) por 15 minutos y enjuague con Agua destilada para eliminar los

€XCECSOS.

5.4.3 Andlisis de datos
A. Anadlisis de los datos de la caracterizacion morfoldgica

Los datos morfologicos fueron ingresados a una tabla u hoja de calculo Microsoft Excel
2007, siendo las filas las accesiones y las columnas los caracteres morfologicos. Los datos
obtenidos de este andlisis fueron del tipo multiestado, en donde cada caracter presentd su

respetivo niumero de estados.

a. Analisis univariado

i. Analisis porcentual

Una vez generada la matriz, se procedié a realizar un andlisis univariado o analisis
porcentual, es decir el célculo de frecuencias y modas de cada uno de los descriptores
morfologicos cualitativos evaluados, este analisis se realizo en el software Mitab version

16 y las graficas fueron realizadas en Microsoft Excel 2007.

ii. Determinacion del indice de diversidad de Shannon-Weaver

La cuantificacion de la variacion se realizé mediante el empleo del indice de Diversidad de
Shannon Weaver. Para ello se estimo la variabilidad de cada caracter cualitativo mediante

la siguiente formula:

n

H* = —Z pi(log,pi)/log,n

i=1
Donde pi=frecuencia del estado de cada descriptor, y n=ntimero de estados. El indice de
diversidad de Shanon Weaver presenta un rango de valores de 0 a 1, donde 0 indica la

ausencia de diversidad y 1 indica la maxima diversidad (Siopongco et al., 1999).
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b. Analisis multivariado

i. Analisis de correspondencia multiple

Posterior a un primer analisis de agrupamiento, se realizé un analisis de correspondencia
multiple, esta técnica descriptiva o exploratoria tuvo como objetivo resumir la gran
cantidad de datos en un numero reducido de dimensiones, con la menor pérdida de
informacion posible. El analisis de correspondencia multiple secuencial se realizd para
seleccionar los descriptores mas informativos y el criterio de seleccion de los ordenes de
contribucion promedio. La seleccion basada en el promedio del orden de contribucion de
los descriptores (Os) en los tres primeros ejes factoriales del analisis completo y el del

ultimo eje factorial (O’p) (Silva et al., 2013).

(0, +0,+05+07)
OS - 4

Para ello se empled el paquete FactoMineR en software libre “R” version 3.1.0 (Olivera et

al., 2014).

ii.  Andlisis de agrupamiento

Los datos morfoldgicos fueron analizados mediante el coeficiente de distancia taxonomica,

en el paquete estadistico NTSYS version 2.2.

n
Djy = Z(Xij — Xik)2/n
i=1

Donde n es el nimero de caracteristicas, Xij es el valor del carcter i del OTU j y Xik es el

valor caracter 1 del OTU k.

Posterior al calculo de las distancias entre cada par de accesiones con el coeficiente de
distancia taxondmica promedio, se procedid a realizar el andlisis de agrupamiento o
elaboracion del dendograma, segun el algoritmo UPGMA, dentro del mdédulo SAHN del
programa NTSYS - pc version 2.2 (Applied Biostatistics Inc., Setauket, Nueva York, EE.
uu.).
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B. Andlisis de los datos de la caracterizacion molecular

Las bandas se registraron mediante una matriz binaria, en la cual a las bandas presentes se
les asigno el valor de uno y a las ausentes se les asigno el valor de cero. Para el analisis
solamente fueron considerados aquellos fragmentos con media o alta intensidad, siendo
eliminadas aquellas bandas tenues o dudosas. Para mantener un registro de cada banda
estas fueron identificadas con su combinacion de iniciadores respectiva. Se asumi6 que el
patron de las bandas muestra dominancia, es decir, la presencia de la banda representa al
genotipo homocigoto dominante y heterocigoto, y la ausencia corresponde al genotipo
homocigoto recesivo. Todos los datos fueron ingresados a una tabla u hoja de calculo

Microsoft Excel 2007, siendo las filas los loci AFLP y las columnas las entradas.

a. Analisis univariado

i. Determinacion del indice de contenido polimérfico (PIC)

El porcentaje de polimorfismo se calculé como la proporcion de bandas polimorficas sobre
el nimero total de bandas. La variabilidad para cada locus se midi6 utilizando el contenido

de indice de polimorfismo (PIC).

Se calculd el contenido de informacion polimoérfica (PIC) para cada combinacion de

iniciadores segun la siguiente formula:

n 2 n
1—2p?—<2p?> +ZPZ‘
i=1

i=1 i=1
Donde pi es la frecuencia alélica y n es el numero total de bandas (Hildebrant et al., 1992).

PIC maximo para marcadores dominantes es 0,5 (De Rieck et al., 2001).

Como primer paso se calcularon los PIC para cada marcador polimorfico o fragmento y
luego se procedid a calcular el indice de iniciador AFLP para cada combinaciéon mediante

la siguiente formula:

Indice de iniciador = Z (PICqy + PICoz + -+ PIC“")/L

Donde al, a2, ax son los fragmentos polimoérficos y L el numero total de bandas por

combinacion de primers. Los calculos se realizaron en Microsoft Excel 2007.
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ii. Determinacion del indice de diversidad de Shannon-Weaver

Se determind el indice de diversidad de Shannon para la cuantificacién de la diversidad
obtenida a partir de las bandas generadas por los marcadores AFLP. Para ello se estim¢ la

variabilidad mediante la siguiente formula:

n
S=- Z piln(pi)
i=1

Donde pi es la frecuencia de la presencia banda en el marcador i-ésimo dentro de la
poblacién. Este indice da mas peso a la presencia que a las ausencias de bandas.
Esto no tiene ninguin soporte bioldgico real, aunque podria explicar las ausencias de bandas

homoplasticas (Bonin et al., 2007).

b. Analisis multivariado

i. Analisis de agrupamiento

El analisis de agrupamiento fue calculado en base a la matriz de similaridad generada por
cada coeficiente de similitud. Los coeficientes de similitud calculados fueron Simple
Matching y Jaccard, para estimar las relaciones entre las accesiones. Un dendrograma de
relacion genética fue producido, en base a cada matriz de similaridad, por la agrupacion de
los datos utilizando el método del grupo de pares no ponderados con la media aritmética
(UPGMA). Ademas se calculd las correlaciones de coeficiente cofenético, y prueba de
Mantel para verificar el ajuste del dendograma con la matriz de similaridad usada. Todos
los pasos anteriores se realizaron dentro del programa NTSYS - pc version 2.2 (Applied

Biostatistics Inc., Setauket, Nueva York, EE. UU.).

ii. Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)

El analisis de coordenadas principales es un método de escalamiento u ordenacion a partir
de una matriz de similaridad o dissimilaridad entre un grupo de individuos para producir
un grafico de pocas dimensiones de los datos de tal manera que las distancias entre los

puntos en la grafica estan cerca de diferencias originales (Mohammadi y Prasanna, 2003).

El analisis de coordenadas principales es una técnica de ordenacion que permite la
proyeccion de los datos en dos o tres ejes, a fin de visualizar las diferencias en los

individuos e identificar mas facilmente la presencia de grupos. Para poder usar el analisis
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de coordenadas principales, es necesario calcular primero los auto valores que representan
al valor de la variancia atribuida a un componente, y luego los auto vectores, que son la

correlacion entre la variable original y el componente principal.

El andlisis de coordenadas principales se realizo en el programa DARwin version 5.0144,
que permite de manera mas facil la identificacion de grupos, asi como también nos permite
calcular el porcentaje de variacion que explican los primeros ejes. Para poder hacer
correctamente este analisis es necesario partir de una matriz de disimilitud y que tenga la

propiedad de ser una matriz de distancias euclidianas.

c. Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Finalmente, la particion de la varianza molecular dentro y entre los grupos y de las
adhesiones se calculd mediante la técnica de AMOVA (Excoffier et al., 1992) utilizando el
software ARLEQUIN (Schneider et al., 2001). Se utilizo6 el analisis de varianza molecular
(AMOVA) para estudiar los patrones y el grado de parentesco revelado por escalamiento
multidimensional del dendrograma de agrupamiento. Ademas se us6 la estructura de la
poblacion con los datos de los marcadores de diferentes genotipos, sin dejar de ser lo
suficientemente flexible para adaptarse a los diferentes tipos de supuestos sobre la

evolucion del sistema genético).

El AMOVA proporciona parametros de estructura genética en forma de estadisticos F que
permiten el analisis de la estructura en poblaciones subdivididas para medir la distancia
genética entre las subpoblaciones (Excoffier et al., 1992). Wright aprovecha la consistencia

de 3 coeficiente diferentes que estiman:

Fcr  La correlacion de poblaciones entre grupos

Fsc  La correlacion de haplotipos entre poblaciones dentro de grupos
(Entre grupos)

Fsr  La correlacion de haplotipos entre poblaciones entre grupos (Dentro

de poblaciones)

El rango (Fs1=0), cuando no existe divergencia genética, es decir las subpoblaciones tienen
frecuencias alélicas idénticas. Fsr es una medida de diferenciacion genética de las
subpoblacciones y siempre es positiva. Fsc y Fcr son medidas de desviacion de las

proporciones de Hardy-Weinberg dentro de subpoblaciones y en el total de poblaciones,
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respectivamente, donde los valores positivos indican una deficiencia de heterocigotos, y

valores negativos indican exceso de heterocigotos.

El AMOVA se realizo formando grupos y subgrupos; los grupos fueron los departamentos

y los subgrupos estuvieron conformados por las cuencas hidrograficas.

C. Congruencia entre la caracterizacion morfoldgica y molecular
La congruencia entre la caracterizacion morfolégica y molecular se midi6 a través de las
coincidencias entre las matrices de similitud de los caracteres morfoldgicos y de los
marcadores AFLP, también se realizd una comparacion visual. Para ello se realizo el test
de Mantel que evalu6 la correlacion entre las matrices y el rango va de -1 a 1, donde la

maxima correlacion esta dada por la mayor proximidad al valor absoluto 1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la variabilidad morfoldgica

4.1.1 Seleccion de descriptores

La lista de descriptores empleada se muestra en la tabla 9, se muestra un total de 45
descriptores del tipo cualitativo. Los caracteres que no fueron seleccionados fueron
aquellos que no presentan variacion dentro de la poblacidon evaluada; como por ejemplo
enroscamiento con presencia en un 100 por ciento en la poblacion; asi como también
aquellos caracteres problematicos o muy dificiles en el momento de la evaluacion; como la
longitud de la planta y el diametro del entrenudo, debido a que es una planta trepadora no
se pudo definir exactamente los parametros para ambos caracteres, asi como la abundancia

de los mismo en cada planta.

Sin embargo se consideraron 4 descriptores cuantitativos como son la altura de planta, la
longitud del tubérculo, el diametro del tubérculo y el nimero de ojos por tubérculos, puesto
que dichos caracteres son los mas relacionados con la produccion de mashua y nos

sirvieron con la finalidad de determinar la variacion entre departamentos.

4.1.2 Andlisis porcentual de descriptores morfoldgicos cualitativos
A. Caracteristicas del follaje

En las caracteristicas de follaje se consider6 el tipo de planta y la cobertura del suelo. El
tipo de planta que se observd en Cusco es mayormente semi-erecta (48,21 por ciento),
mientras que en Cajamarca es mayormente postrada (60 por ciento) y en ambos
departamentos abundan ambos estados con respecto al erecto que se presenta en una menor

proporcion (15,3 y 10 por ciento).

En la cobertura del suelo se observdo que en Cusco abund6 la alta cobertura (68,92
porciento); mientras que en Cajamarca la cobertura media y alta se observo igual (45

porciento).
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Ademas ambos departamentos mostraron pocas accesiones que presentaron una baja
cobertura del suelo (9,16 porciento y 10 porciento). La grafica de porcentajes de caracteres

de follaje en Cusco y Cajamarca se encuentra en la Figura 4.

Cusco £ as . .
- Caracteristicas de follaje Cusco-Cajamarca en%

N

Erecta Semi |Postrado| Bajo Medio Alto
erecta

IR I T U R BN

‘ Tipo de planta ‘ Cobertura del suelo ‘

Figura 4: Follaje de los departamentos de Cusco y Cajamarca

B. Caracteristicas del Tallo

En las caracteristicas de los tallos se consider6 el color del tallo, la pigmentacion axilar, el
color de la estipula y la fasciacion. Tanto el color de tallo como la pigmentacion axilar y el

color de la estipula, mostraron estados del descriptor muy semejantes.

El color de tallo present6 5 diferentes estados, los cuales se encontraron en ambos
departamentos; en ambos el color verde rojizo fue el mas comun, en Cusco 39,44 por
ciento y en Cajamarca 55 por ciento. Sin embargo, en Cusco el estado mas bajo fue el
purpura grisaceo (5,98 por ciento); mientras que en Cajamarca fue el plrpura rojizo (5 por

ciento).

La pigmentacion axilar también presentd 5 estados, en Cusco se encontrd los 5 estados;
mientras que en Cajamarca se encontrd 3. Ademas, mientras que la pigmentacion axilar en
Cusco es predominantemente verde con rojo grisaceo (39,84 por ciento) y la menos comun
es verde (7,57 por ciento); en Cajamarca predomina el verde (70 por ciento) y el verde con

rojo grisaceo y el purpura grisaceo presentan igual frecuencia (15 por ciento).

El color de la estipula también presenta 5 estados, y en ambos departamentos se encontrd
los cinco estados, en Cusco predominé la estipula rojiza (43,43 por ciento) y la menos
comun fue la parpura grisdceo o morada (5,98 por ciento) mientras que en Cajamarca
predomind la estipula color verde con rojo grisaceo (35 por ciento) y la menos comun fue

la verde con purpura grisaceo (5 por ciento).
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La presencia de fasciacion en tallo, se observo solo en las entradas de Cusco con un
porcentaje de 9,16 por ciento; mientras que en Cajamarca no se observd, ademas dicho
caracter no fue observado en todas las repeticiones de cada accesion. La grafica de

porcentajes de caracteres de tallo en Cusco y Cajamarca se encuentra en la Figura 5.
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Figura 5: Caracteristicas de los tallos de los departamentos de Cusco y Cajamarca

C. Caracteristicas de las hojas

La grafica de los nueve caracteres de las hojas en Cusco y Cajamarca se muestra en la
Figura 6 en porcentajes. El color del haz de la hoja mostro 3 estados en ambos
departamentos, en donde predominé el color verde en el haz de la hoja (56,57 por ciento en
Cusco y 70 por ciento en Cajamarca) y el color menos comun fue el verde amarillento en

ambos departamentos (11,16 por ciento en Cusco y 10 por ciento en Cajamarca).

El color de la nervadura del haz vari6 en 3 estados en Cusco, el color mas predominante en
la nervadura del haz fue el verde purpura (52,99 por ciento) y el de menor frecuencia fue el
purpura (5,98 por ciento). Sin embargo, en Cajamarca no hubo variacion de dicho caracter

y todas las hojas mostraron un color de la nervadura verde.
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Figura 6: Caracteristicas de las hojas de los departamentos de Cusco y Cajamarca
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El color predominante del envés solo presentd 2 estados, los cuales solo se encontraron en
Cusco, siendo 44,22 por ciento verde y 55,78 por ciento verde claro. Sin embargo, en
Cajamarca se encontr6 solo un estado, es decir todas las hojas presentaron un color verde
claro en el envés. Ademas, pocos individuos presentaron un color secundario en el envés

(19,12 por ciento) y este se observo solo en la poblacién de Cusco.

El color de la nervadura del envés mostro 3 estados, los cuales solo se observaron en
Cusco, siendo el de mayor frecuencia la nervadura de color verde purpura (56,97 por

ciento); mientras que en Cajamarca solo se encontrd nervaduras del envés de color verde.

El color del borde de la ldmina también presentd 3 estados, los que se encontraron en
ambos departamentos. En ambos departamentos predominé el color purpura en el borde de
la 1amina (64,94 por ciento en Cusco y 85 por ciento en Cajamarca); mientras que el color
del borde de la lamina de menor frecuencia fue el verde (1,20 por ciento) y solo se

encontro en Cusco.

La forma del 16bulo de las hojas fue de dos tipos, sin embargo se incluyd un tercer estado
del descriptor debido a la presencia de ambos estados en algunas accesiones, sin embargo
solo en Cusco se encontraron dichos estados. En Cusco predominé la forma semicircular
(68,13 por ciento) y en menor frecuencia se encontro las accesiones que presentaron forma
semicircular y circular a la vez (12,75 por ciento); mientras que en Cajamarca no hubo

variacion en la forma del 16bulo, todas fueron semicirculares.

El numero de 16bulos al igual que la forma fueron dos; sin embargo se incluy6 un tercer
estado debido a la presencia de ambos en algunas accesiones. En Cusco predominaron las
hojas con tres y cinco 16bulos (42,63 por ciento); mientras que en Cajamarca predominaron
las hojas con tres l6bulos (40 por ciento). Sin embargo los otros estados se presentaron

ligeramente mas bajos que el predominante en ambos departamentos.

El color del peciolo presentd 4 estados; sin embargo en Cajamarca se encontraron solo 3
estados; en ambos departamentos predominaron accesiones con peciolos de color rojo
verdoso (74,50 por ciento en Cusco y 50 por ciento en Cajamarca), mientras que en menor
proporcién se encontrd peciolos de color verde (0,80 por ciento en Cusco y 20 por ciento

en Cajamarca).
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D. Caracteristicas de la Flor

Las caracteristicas de la las flores evaluadas fueron los pétalos, los espolones y los 6rganos
florales. En todos los descriptores de flor se afiadi6 el estado sin informacion (0), debido a
la ausencia de este durante las fechas de evaluacion. Las accesiones que no presentaron
estos descriptores fueron: UNAQA-074; UNACA-009 y UNACA-016; la primera
pertenece a la poblacion de Cusco y las dos ultimas pertenecen a la poblacion de

Cajamarca.

a. Caracteristicas de los pétalos

La grafica de porcentajes de los caracteres de flor en Cusco y Cajamarca se encuentra en la
Figura 7. Los pétalos incluyeron los colores de la corola primario y secundario, color
superior e inferior de la corola, colores del caliz y color del pedinculo de la flor. En los
descriptores mencionados se afiadi6 el estado sin informacion (0), debido a la ausencia del

descriptor en la accesion durante las fechas de evaluacion.
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Figura 7: Caracteristicas de las pétalos de los departamentos de Cusco y Cajamarca
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El color primario de la corola (externo e interno) presentd 4 estados, siendo el color
primario amarillo predominante en ambos departamentos (97,21 por ciento en Cusco y 65
por ciento en Cajamarca); sin embargo el color de menor frecuencia en Cusco fue el
anaranjado rojizo (0,4 por ciento) mientras que el color anaranjado en Cajamarca (5 por

ciento).

El color secundario de la corola presentd 5 estados, los cuales se encontraron en Cusco;
mientras que en Cajamarca solo se encontré 3 estados. El color secundario de la corola
externa que predomind en Cusco fue el anaranjado rojizo (64,54 por ciento) y el menor
frecuente fue el sin informacion (0,40 por ciento); mientras que en Cajamarca predomin6
el anaranjado (85 por ciento) y el de menor frecuencia tampoco presentd informacion (10

por ciento).

El color superior externo de la corola present6 4 estados en Cusco, de los cuales el color
secundario amarillo (56,18 por ciento) predominé en la poblacion; mientras que en
Cajamarca solo se encontr6é 3 estados, predominando el color secundario anaranjado (70

por ciento).

El color inferior externo de la corola presentd6 3 estados, predominado en ambos
departamentos el color inferior amarillo naranja (58,96 por ciento en Cusco y 80 por ciento

en Cajamarca) y el de menor frecuencia no present6 informacion (0,4 por ciento) en Cusco.

El color del caliz presentd 5 estados, predominando el color de caliz rojo naranja en Cusco
(70,7 por ciento) y el color rojo en Cajamarca (90 por ciento); mientras que el color de

caliz de menor frecuencia fue el rojo oscuro (5,98 por ciento) en Cusco.

El color del pedinculo floral presentd 6 estados, y ambos se encontraron en ambos
departamentos; en Cusco predominé el pedunculo de color rojo grisaceo (41,43 por ciento)
y en Cajamarca el purpura rojizo o purpura (45 por ciento); mientras que el color de

pedunculo de menor frecuencia fue el parpura con verde en Cusco (1,99 por ciento).
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b. Caracteristicas de los espolones

La grafica en porcentajes de los tres caracteres de los espolones evaluados en Cusco y
Cajamarca se encuentra en la Figura 8. Al igual que con los caracteres de los pétalos, se

afadio el estado sin informacion a cada uno de los descriptores de los espolones evaluados.

Los espolones presentaron 5 estados para color del espolon, los cuales se encontraron en
Cusco, donde predominé el color de espolon rojo naranja (35,86 por ciento); mientras que
en Cajamarca todas las accesiones con flores presentaron espolones de color rojo oscuro
(90 por ciento).

El nimero de espolones presentes por flor vario en 4 estados, los cuales se encontraron en
Cusco, donde predominaron los uniespolonados (75,9 por ciento); mientras en Cajamarca

todas las accesiones que presentaron flores fueron uniespolanadas (90 por ciento).
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Figura 8: Caracteristicas de los espolones de los departamentos de Cusco y Cajamarca

La forma de los espolones por lo general es acampanada o de embudo; sin embargo en
Cusco se encontro otra forma de espolon, del tipo conico (0,4 por ciento) que corresponde
a la muestra UNAQA-196; ademas también se encontr6 otro tipo de malformaciones en la
formacion de espolones debido a la no se separacion de los espolones en la misma flor,
estas se denominaron aberraciones en el presente trabajo (0,4 por ciento) que corresponde a

la muestra UNAQA-263.
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c. Caracteristicas de los 6rganos florales

Los o6rganos florales evaluados fueron los estigmas y estambres y la grafica de porcentajes
de estos caracteres se encuentra en la Figura 9. Al igual que en los otros descriptores

evaluados se afiadio el estados sin informacion (0).

El numero de estigmas por flor podia ser de tres tipos, sin embargo debido a la presencia
de 2 o 3 tipos por accesion el nimero de estados aumentos a 7, en Cusco se encontrd los 7
estados, pero en Cajamarca solo se encontrd 3 estados. El nimero de estigmas
predominantes en Cusco fue el trifido (67,33 por ciento) y el nimero de menor frecuencia
fue el trifido, tetrafido y pentafido (1,59 por ciento); mientras que en Cajamarca el mas
predominante fue el trifido y tetrafido (60 por ciento) y el de menor frecuencia fue el
trifido y pentafido (5 por ciento). Ademas el 23,90 por ciento de la poblacion de Cusco
presentd pigmentacion en los estigmas y el 40 por ciento en Cajamarca. Y la mayoria de
los estilos tanto en Cusco como en Cajamarca no presentaron pigmentacion, solo un 2,79

por ciento presentd pigmentacion en los estilos en Cusco.
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Figura 9: Caracteristicas de los 6rganos florales de los departamentos de Cusco y Cajamarca
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El nimero de estambres por flor mayormente fue de 8, en Cusco el 65,9 por ciento y en
Cajamarca el 85 por ciento presentaron 8 estambres por flor; sin embargo se encontrd
accesiones con menos de 8 estambres (7) y otras con mas de 8 estambres (9-12). Mientras
en Cusco un 33,07 por ciento presentaron un niimero de estambres superiores a 8 y un
1,20 por ciento presentaron menos de 8 estambres; en Cajamarca el 5 por ciento presenta
un nimero de estambres menor a 8. Los filamentos mayormente presentaron pigmentacion

tanto en Cusco (86,85 por ciento) como en Cajamarca (65 por ciento).

d. Caracteristicas del fruto

La grafica de porcentajes de los 3 caracteres de fruto en Cusco y Cajamarca se encuentra
en la Figura 10. Al igual que los otros descriptores se afadio el estado sin informacion

donde estuvo ausente el descriptor.

Posterior a la polinizacion de las flores se form6 un fruto, este no se encontr6é en toda la
poblacion en el momento de la evaluacion. Mientras que en Cusco el 96,8 por ciento de la
poblacion presentd fruto, en Cajamarca solo el 20 por ciento presentd fruto. El fruto
presentd carpelos, los cuales se describieron en nimero y superficie. Segun el numero de
carpelos, el fruto presentd 7 estados, los cuales se encontraron en la poblacion de Cusco,
siendo el 71,31 por ciento predominantemente tricarpelar; mientras en Cajamarca el 10 por
ciento fue tricarpelar y el otro 10 por ciento fue tetracarpelar. Los carpelos presentaron una
superficie lisa o rugosa, la que se encontro de manera equitativa en las accesiones tanto en
Cusco (48,21 por ciento Lisa y 47,41 por ciento Rugosa) como en Cajamarca (10 por

ciento Lisa y 10 por ciento Rugosa).
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Figura 10: Caracteristicas del fruto de los departamentos de Cusco y Cajamarca

E. Caracteristicas de los tubérculos

Las caracteristicas generales a nivel de tubérculo, evaluadas en las accesiones fueron: el
tamafio de los tubérculos, la uniformidad de los tubérculos, el tipo de superficie, la forma
de los tubérculos, la profundidad de los ojos y las tuberizaciones secundarias. La grafica de

porcentajes de los caracteres mencionados se observa en la Figura 11.

El tamafio de los tubérculos mayormente fue mediano tanto en Cusco como en Cajamarca
(57,77 por ciento y 65 por ciento, respectivamente); mientras que en menor frecuencia se
encontrd los grandes en Cusco (20,32 por ciento) y los pequeiios en Cajamarca (10 por

ciento).

La uniformidad de los tubérculos en la poblacion de Cusco mayormente fue media (53,39

por ciento); mientras que en Cajamarca fue alta (70 por ciento).
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Figura 11: Caracteristicas generales de los tubérculos de los departamentos de Cusco y

Cajamarca

El tipo de superficie de los tubérculos fue de 3 estados, tanto en Cusco como en Cajamarca
predominaron tubérculos con la superficie lisa (51,79 por ciento en Cusco y 80 por ciento
en Cajamarca) y solo Cusco presentd tubérculos con superficie rugosa (5,58 por ciento);
esta caracteristicas se asocio con la presencia del color secundario en la piel del tubérculo,

ya que este proporcion6 una superficie rugosa en el tubérculo.

La forma del tubérculo present6 5 estados, en Cusco predomind la forma conica (42,63 por
ciento) y en menor frecuencia la conico alargado (3,19 por ciento); mientras en Cajamarca
predomind la conico elipsoidal y la conica (35 por ciento cada uno, respectivamente) y en
menor frecuencia se encontrd la conica acortada y la conica alargada (5 por ciento cada

uno, respectivamente).

La profundidad de los ojos en los tubérculos fue predominantemente superficial en ambos
departamentos (59,36 por ciento en Cusco y 80 por ciento en Cajamarca) y en menor
proporcion se encontr6 ojos profundos en Cusco (3,19 por ciento), mientras en Cajamarca
la semi-profunda y profunda tuvieron igual frecuencia (10 por ciento cada uno,

respectivamente).
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Ademaés también se consideraron las tuberizaciones secundarias presentes en los ojos,
donde solo un 12,5 por ciento en Cusco y un 5 por ciento en Cajamarca presentaron
tuberizacion. Sin embargo, dicha caracteristica no se presentd de manera uniforme en las

accesiones donde se encontro este estado.

a. Caracteristicas de la piel del tubérculo

En la piel del tubérculo se caracterizo el color predominante de esta, el color secundario, la
distribucion del color secundario y la forma de coloracion secundaria. El color
predominante de la piel del tubérculo mostro 12 diferentes estados, que variaron desde el

blanco hasta el negro.

En Cusco el 55,38 por ciento de la poblacion presentd un color amarillo-naranja y el 25,50
por ciento presentd un color amarillo. Los colores que mostraron muy baja frecuencia en
poblacioén fueron: el negro (1,20 por ciento), el café (0,80 por ciento), el rosado, el purpura
y el blanco (0,40 por ciento cada uno en el color predominante de la piel del tubérculo los

tres ultimos).

Mientras en Cajamarca el 35 por ciento de la poblacidon presentd un color amarillo naranja

y el 5 por ciento presentd un color predominante plrpura.

El color secundario de la piel del tubérculo no siempre estuvo presente en las accesiones,
se encontrd 13 estados de color secundario, los que se encontraron en ambas poblaciones.
Ademas la distribucion del color secundario en la piel del tubérculo presentd 15 estados y

las formas en que se presentod se dividieron en 12 estados.

Las accesiones que no presentaron color secundario en la piel del tubérculo representaron
un 24,30 por ciento en Cusco, estas tampoco presentaron distribucion y forma del color

secundario; mientras que en Cajamarca todas las accesiones presentaron color secundario.

En Cusco predominaron las accesiones que presentaron un color secundario purpura
grisaceo (27,09 por ciento), el resto de los porcentajes de color secundario en la poblacion
fueron bajos. Los colores secundarios con muy baja frecuencia fueron: el amarillo oscuro y
el negro, que representaron el 1,20 por ciento cada uno y los colores amarillo-naranja y
naranja que representaron el 0,8 por ciento cada uno, respectivamente. Las distribuciones

de color secundario fueron principalmente 6. Sin embargo, se encontré accesiones que
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presentaron dos o tres distribuciones a la vez, es por ello que el nimero de estados
incremento a 15. Las distribuciones de color secundario que mas predominaron en Cusco
fueron: en los ojos y en el apice (25,90 por ciento), solo en los ojos (20,32 por ciento) y en
los ojos y debajo de los ojos (12,75 por ciento). Las demas distribuciones se encontraron en
menor proporciéon dentro de la poblacién y la de menor frecuencia fue el igualmente
distribuido. En cuanto a las formas de coloracion secundaria, las principales fueron 3; sin
embargo los estados fueron 12 debido a la presencia de dos o tres estados a la vez. Las
formas de coloracion secundaria que predominaron en Cusco fueron: jaspes y manchas en
los ojos (30,28 por ciento), y solo manchas en los ojos (19,52 por ciento); mientras que la

menos frecuente fue jaspes, bandas y puntos (0,40 por ciento).

En Cajamarca solo se encontrd 3 estados de color secundario en la piel del tubérculo, el
color secundario de mayor predominancia en la piel fue el morado grisaceo (45 por ciento),
el amarillo y rojo se encontraron en igual proporcion (25 por ciento). En las distribuciones
del color secundario, solo se encontrd 7 estados, el 55 por ciento se encontré en los ojos y
el 5 por ciento se encontrd en dos diferentes estados (debajo de los ojos y hacia el apice, y
en los ojos, debajo de los ojos y hacia el apice). Por ultimo la forma de coloracion
secundaria en la piel del tubérculo solo se encontré en 5 estados, de los cuales el 55 por
ciento se encuentra en forma de manchas en los ojos, el 25 por ciento se encuentra en
forma de jaspes y manchas en los ojos, el 10 por ciento en forma de jaspes y bandas y por
ultimo el 5 por ciento se encuentra en 2 estados diferentes (en forma de jaspes y en forma

de jaspes, bandas y manchas en los o0jos).

En la Figura 12 se muestran los porcentajes del color de piel del tubérculo y en la Figura

13 se observa la forma y distribucion.

b. Caracteristicas de la pulpa del tubérculo

Las caracteristicas evaluadas en la pulpa del tubérculo fueron el color predominante, el
color secundario y la distribucion del color secundario de esta. En la Figura 14 se muestra

el color y distribucién de la pulpa

El color predominante de la pulpa del tubérculo presentd 7 estados, los cuales variaron

desde el blanco hasta el morando.
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En Cusco predomind el color naranja (39,84 por ciento) como color predominante de la
pulpa, seguido del amarillo (24,70 por ciento) y el blanco amarillento (13,15 por ciento). El

color predominante de la pulpa de menor frecuencia fue el morado (0,4 por ciento).

En Cajamarca solo se encontraron 4 estados de color predominante de la pulpa del
tubérculo, donde los colores de mayor frecuencia fueron el blanco amarillento (45 por
ciento) y el naranja oscuro (40 por ciento), mientras en menor frecuencia se encontro el

amarillo (5 por ciento).

El color secundario de la pulpa del tubérculo present6 hasta 6 estados, sin embargo no
todas las accesiones presentaron esta caracteristica en la pulpa tanto en Cusco (35,60 por
ciento) como en Cajamarca (5 por ciento), ademas estas accesiones no presentaron
distribucion del color secundario en la pulpa del tubérculo. La distribucion del color
secundario de la pulpa presentd 11 estados, 10 se encontraron en Cusco y solo 5 se

encontraron en Cajamarca

En Cusco el 32,67 por ciento de la poblacion presentd un amarillo-naranja como color
secundario en la pulpa, el 17,13 por ciento presentd un color amarillo claro y el 8,37 por
ciento presentd un amarillo oscuro y en menor frecuencia se encontrd el color morado
grisaceo (0,80 por ciento). En cuanto a la distribucion del color secundario en la pulpa, la
de mayor frecuencia fue en la epidermis con 47,01 por ciento, mientras que los estados con
menor frecuencia fueron: en la epidermis y la zona cortical (1,99 por ciento), en la medula

y el anillo (0,80 por ciento) y por ultimo en la zona cortical y el anillo (0,40 por ciento).

En Cajamarca el 35 por ciento presentd un color amarillo claro y el 30 por ciento presento
un color amarillo-naranja, mientras que 5 por ciento presentaron un color amarillo oscuro.
En cuanto a la distribucion del color secundario el 65 por ciento se encontrd solo en la
epidermis, el 15 por ciento solo en el anillo vascular y epidermis y el 5 por ciento se
presentaron en 3 diferentes estados (medula y epidermis, medula y anillo, y epidermis,

medula y anillo vascular).

73



(e007) 0439N

(q£8T) 093eS1S OpEIOIN

(q‘e6.) opetoN

(2‘q‘e£8T) 0a2es1i8 eandung

(p‘a/L) eauase o eanding

(2qggT) 022es1S ofoy

(e9y‘q‘eSty) 0unaso oloy

(2'g‘ezy) ofoy

(esg A2‘qqg) elueseu ooy o opesoy

(0'age) eluesen

(2‘g‘e£T) edlueseu ojjuewy

(2‘q‘e€T) 04N2S0 O||LeWY

(29" 0T A g'eg) O||LIEWY

Qluasny

(e00¢) 0483N

(P2 002) 248D

(q‘e6L) opesoN

(2‘q£8T) 092es1u3 eandung

(p£8T) BANdIng

(g€ 2p€) opesoy

(ogqesg) efuesen

Caracteristicas de la piel del tubérculo Cusco-Cajamarca en %

(99 £T A q‘e€T) efueseu ojjuewy

(q‘e0T A q‘eg) ojjueWwy

(2'g‘ey) osopJian ojjuewy

(POTP8‘pY) 0IU3)|IEWE OdOUE|g

oouelg

m Cajamarca

m Cusco
60.00

50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

11 | 12 | 13

10

Color secundario de la piel del tuberculo

74

12

11

10
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En conclusion de las evaluaciones porcentuales, aparentemente no se deberia realizar una
comparacion entre los dos departamentos debido a que el tamafio de muestra del
departamento de Cajamarca (20 accesiones) es muy pequeiio con respecto a Cusco (251);
sin embargo se realizo estas comparaciones debido a que la poblacion de Cajamarca es una
muestra representativa de todo el departamento. Ademds también se puede notar que la
mayoria de los estados de los descriptores se encuentran en Cusco; esto es debido al
tamafio de muestra y a que probablemente sea el centro de origen de este cultivo; sin
embargo, hay algunos estados que hemos encontrado en Cajamarca y no en Cusco
(descriptores de tubérculo) y esto puede deberse a que probablemente sea un centro de

diversificacion de este cultivo.

4.1.3 Estadisticas de descriptores morfoldgicos cuantitativos

En la Tabla 14 se menciona los caracteres cuantitativos considerados, tales como la altura

de planta, longitud de tubérculo, didmetro de tubérculo y nimero de ojos por tubérculo.

Tabla 14: Estadisticas de los caracteres cuantitativos en Cusco y Cajamarca

Departamento Caracteristicas Media Maximo  Minimo Desviacion  Coeficiente de

estandar variacion
Altura de 2873 66,50 16,40 5.4 18,22
Planta
Longitud
CUSCO ahdretlo 7.19 14,64 2.66 2.12 29.49
Diametra 3.24 5.64 2,24 0.43 13,37
tubérculo
Ojos tubérculo 21,09 35.50 10,80 475 22.53
Altura de 28,89 58,00 18,00 9,12 31,55
Planta
Longitud
CAJAMARCA  tubérculo 8,49 12,64 4,48 2,22 26,18
Diametro 347 4,18 2.56 0.48 13.72
tubérculo
0jos tubérculo 18,60 29,80 7,00 4,80 25,80
Altura de 28,74 66,50 16,40 5.58 19,43
Planta
CUSCO- tb%rég::tjli 7,29 14,64 2,66 2.15 29,52
CAJAMARCA — 2= =
' 3.26 5.64 2.24 0,44 13,51
tubérculo
Ojos tubérculo 20,88 35.50 7.00 4.79 22.96
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El descriptor altura de planta presenta medias semejantes tanto en Cusco como en
Cajamarca, sin embargo si existen diferencias en la variacion presente en ambos
departamentos. Los valores de desviacion estandar (9,12) y coeficiente variacion (31,55)
son mayores en Cajamarca, posiblemente debido a que las condiciones del terreno de

Cusco no fueron iguales a las de Cajamarca.

El descriptor de longitud y diametro de tubérculo difieren ligeramente en sus medias y
presentan desviaciones estandar muy bajas, pero el descriptor longitud de tubérculo
presenta coeficientes de variacion mayor al 25 por ciento. Este 0ltimo presenta un
coeficiente de variacion mayor en Cusco (29,49), posiblemente debido a la existencia de

una mayor diversidad en los tubérculos.

Tres de los cuatro descriptores evaluados presentan valores de desviacion estandar y
coeficiente de variacion mas altos en Cajamarca con respecto a Cusco; esto se debe a que
los valores obtenidos de las accesiones presentan valores extremos y que no son muy

cercanos al promedio, ademas el tamafo de la poblacion de Cajamarca es pequeiia.

Ademas podemos notar que los coeficientes de variacion mas altos son los de longitud del
tubérculo y nimero de ojos por tubérculo tanto para ambos departamentos como la
poblaciéon en conjunto, lo que nos indica que las accesiones son muy heterogéneas para

estos descriptores.

4.1.4 indice de diversidad de Shannon-Weaver para caracteres cualitativos

El célculo del indice de diversidad de Shannon para caracteres cualitativos se emple6 para
estimar la variacion de las poblaciones evaluadas mediante los descriptores cualitativos
seleccionados. El rango de variacion de los indices de diversidad fue de 0,00 a 0,99, en
donde los valores de 0,00 indicaron que no hubo variacion del descriptor dentro de la
poblacion; mientras que los valores cercanos a 1 indicaron una gran variacion. Los indices

calculados por caracter se observan en la Tabla 15.

Los valores de los indices de diversidad en Cusco fueron mayormente de variacion media a
alta, en donde los valores mas altos se encontraron en el follaje como el color del envés de

la hoja (0,99); el nimero de l6bulos de la hoja (0,96), la pigmentacion del tallo (0,92) y el
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tipo de planta (0,91); sin embargo, el color primario de la corola (0,11) fue el tnico con

variacion baja.

Tabla 15: Indices de Diversidad de Shannon-Weaver de caracteres cualitativos

Caracteres Descriptor Cusco Cajamarca Cusco Cajamarca Promedio
Tipo de planta 0,91 0,82
Color tallo 0,90 0,79
Pigmentacion axilar 0,92 0,51
Color estipula 0,87 0,91
Follaje  Color haz 0,85 0,73 0,85 0,61 0,73
Color envés 0,99 0,00
Forma lobulo 0,76 0,00
Numero 16bulos 0,96 0,98
Color peciolo 0,48 0,74
Primario corola 0,11 0,71
Secundario corola 0,58 0,32
Color superior 0,72 0,53
Color inferior 0,64 0,58
Color céliz 0,56 0,20
Color pediinculo flor 0,71 0,83
Flor Color espolon 0,83 0,20 0,60 0,51 0,53
Numero de espolones 0,49 0,23
Numero de estigmas 0,56 0,50
Pigmentacion estigmas 0,52 0,86
Pigmentacion estilos 0,91 0,82
Numero de estambres 0,52 0,37
Forma del tubérculo 0,73 0,84
Profundidad de los ojos 0,72 0,58
Colf)r primario de la piel del 0,55 0.60
tubérculo
Colf)r secundario de la piel del 0.83 0.47
tubérculo
Distribucion del color
secundario de la piel del 0,71 0,53
Tubérculo tubérculo 0,71 0,58 0,65
Forma de coloracion 0,77 0,49
Color predominante de la 0.79 0.57
pulpa
Color s,ecundarlo de la pulpa 0.77 0.79
del tubérculo
Distribucion del color
secundario de la pulpa del 0,52 0,40
tubérculo
Promedios de Indice de diversidad 0.71 0.56 071 0,56 0.63

Shannon-Weaver
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Mientras que en Cajamarca los valores de los indices de diversidad fueron mayormente de
variacion media a baja, debido a la ausencia de algunos estados, sin embargo se encontrd
valores con variacion alta como el namero de 16bulos (0,98) y el color de la estipula (0,91);
ademas se encontr6 descriptores que no presentaron variacion y por ello tuvieron un indice

de 0, los cuales fueron el color del envés (0,00) y la forma del 16bulo (0,00).

Los valores mas altos de diversidad se encuentran en los descriptores de follaje y tubérculo
en Cusco (0,85 y 0,71), los que permitieron la obtencion de un indice de diversidad
promedio de 0,70 (diversidad alta), mientras que en Cajamarca se encontr6 en los
descriptores de follaje y tubérculo (0,61 y 0,58), permitiendo asi la obtenido de in indice de

diversidad promedio de 0,54 (diversidad media).

Los valores de los indices de diversidad dependen de los valores de la frecuencia de los
estados de cada descriptor; es por ello que algunos indices son mas altos en Cajamarca con
respecto a Cusco como el caso del color primario de la corola y el color del peciolo; sin
embargo, a pesar de esto la cantidad de estados por descriptor es mayor en Cusco asi como

el tamafio de muestras; es por ello que se encontrd un indice de diversidad mayor.

En conclusion la poblacion de Cusco presentd un promedio del indice de diversidad alto
(0,71); mientras que la poblacion de Cajamarca presenté un promedio medio del indice de
diversidad (0,56). El promedio del indice de diversidad de ambas poblaciones (0,63) indico

la existencia de una variacion media dentro de la poblacion Cusco y Cajamarca.

4.1.5 Analisis de agrupamiento mediante 45 descriptores evaluados
A. Analisis de agrupamiento para las accesiones de Cusco

El dendograma de las accesiones de Cusco mostrado en la Figura 15, muestra la
separacion de las accesiones en dos grandes grupos a un coeficiente de distancia de 2,15
aproximadamente. Estos grupos se diferenciaron segun el color secundario de la piel del
tubérculo. El primer grupo se caracteriza por incluir accesiones que no presentan
coloracidon secundaria y accesiones que comprenden los colores secundarios amarillo,
amarillo oscuro y amarillo-naranja. El segundo grupo incluye las demas accesiones que se

caracterizan por presentar colores secundarios que van desde el naranja hasta el negro.
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B. Analisis de agrupamiento para las muestras de Cajamarca
Para el andlisis de las accesiones de Cajamarca, se elimind aquellos caracteres que se
expresaron de manera homogénea en la poblacion como son: el color secundario del envés

(estuvo ausente en toda la poblacion) y la fasciacion (no se observo en toda la poblacion).

El dendograma mostrado en la Figura 16, muestra la separacion de las accesiones en dos
grupos a un coeficiente de distancia de 2,38 aproximadamente, que se diferencian en la
distribucion del color secundario en la pulpa del tubérculo y el color de piel. El primer
grupo conformado por las accesiones con piel amarilla, y separa a la accesion UNACA-
024 a un coeficiente de distancia de 2,16, por la ausencia de color secundario en la pulpa y
las accesiones restantes se caracterizan por una distribucion en la epidermis. El segundo
grupo se caracteriza por incluir 3 accesiones negras y 1 plUrpura que se separan a un

coeficiente de distancia de 1,12.

T T
0.00 0.25 0.51 0.76 1.02 1.27 1.53 1.78 2.04 229
Coefficiente de Distancia

Figura 15: Grafica horizontal del agrupamiento de 251 accesiones de Cusco mediante el
coeficiente de distancia con 45 descriptores, segun los grupos del color
secundario de la piel del tubérculo.
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Figura 16: Grafica horizontal del agrupamiento de 20 accesiones de Cajamarca mediante el
coeficiente de distancia con 45 descriptores, segin los grupos de la distribucion
del color secundario de la pulpa del tubérculo.

C. Analisis de agrupamiento para las accesiones de Cusco y Cajamarca
Segtin los descriptores evaluados las accesiones de Cusco no se separaron de las accesiones
de Cajamarca, sino que se incluyeron dentro de los grupos formados por las accesiones de
Cusco, quedando asi enmascaradas, debido a que estas presentaron caracteristicas similares

a este ultimo.

El dendograma del agrupamiento en las muestras de Cusco y Cajamarca mediante los 45
descriptores morfoldgicos, no mostré ningun duplicado, debido a que no todos descriptores
evaluados en la poblacion son informativos y discriminantes, ocasionando asi una mayor
separacion de las accesiones y no permitiendo agrupar la variabilidad presente en la
poblacion. Sin embargo se puede notar que las accesiones tienden agruparse segun el color
secundario de la piel, la distribuciéon y forma de coloracion secundaria de la piel del

tubérculo como se observa en la Figura 17.
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Figura 17: Agrupamiento de 271 accesiones de Cusco y Cajamarca mediante el coeficiente
de distancia con 45 descriptores segun los grupos del color secundario de la
piel del tubérculo.

4.1.6 Analisis de correspondencia multiple (ACM) y seleccion de descriptores

El ACM secuencial seleccionado fue el basado en el segundo criterio desarrollado por
Olivera et al., 2014. La finalidad de dicho analisis fue el de seleccionar aquellos
descriptores de gran interés que nos permiten diferenciar las accesiones, es decir que son
mas informativos y discriminantes permitiendo clasificar mejor la diversidad; asi como la
eliminacion de aquellos descriptores que no son relevantes. Los ACM se realizaron para la

poblacion Cusco y Cajamarca y para la poblacion de Cusco.

A. Analisis de correspondencia multiple de 45 descriptores
¢ Analisis de correspondencia de las accesiones de Cusco y Cajamarca

El analisis de correspondencia multiple mostré que el 80,46 por ciento de la variacion de la

poblacion es explicada mediante las cincuenta y siete primeras dimensiones de 157. Sin
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embargo solo el 9,75 por ciento de la variacion total es explicada mediante la primera

dimension, el 4,40 por ciento por la segunda dimension y el 3,39 por ciento por la tercera

dimension; permitiendo asi definir el 17,55 por ciento de la variacién presente en la

poblacion. Los 25 descriptores discriminantes seleccionados segun el ACM para la

clasificacion de las accesiones de mashua en las poblaciones Cusco y Cajamarca segun su

orden descendiente de importancia se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16: Descriptores seleccionados segin los ACM a partir de 45 descriptores

ACM CUSCO-CAJAMARCA ACM CUSCO
Orden Descriptor Orden Descriptor
Distribucion del color secundario de la
1 Forma coloracion secundaria 1 piel

Distribucion del color secundario de la

2 piel 2 Forma coloracion secundaria

3 Numero carpelos 3 Color secundario de la piel del tubérculo

4 Presencia de fruto 4 Numero carpelos

5 Superficie del fruto 5 Presencia de fruto

6 Color secundario de la piel del tubérculo 6 Superficie del fruto

7 Color céliz 7 Numero de estigmas

8 Color espolon 8 Numero de estambres

9 Numero de estigmas 9 Numero de espolones

Distribucion del color secundario de la
10 pulpa 10 Color pedunculo de la flor
Color predominante de la piel del

11 tubérculo: 11 Color del espolén
12 Color secundario de la corola (ext. e int.) 12 Color del caliz
13 Numero de estambres 13 Tipo de superficie
14 Numero de espolones 14 Pigmentacion de los estigmas
15 Color pedunculo flor 15 Color secundario de la corola (ext. e int.)
16 Color superior de la corola (externa) 16 Forma del espolon
17 Tipo superficie 17 Color superior de la corola (externa)
18 Color primario de la corola (ext. e int.) 18 Forma del tubérculo
19 Pigmentacién de los estigmas 19 Uniformidad
20 Uniformidad 20 Tamaiio de los tubérculos
21 Forma del tubérculo 21 Pigmentacion .estilos
22 Tamaiio de los tubérculos 22 Color del tallo
23 Color inferior de la corola (externa) 23 Pigmentacion axilar
24 Pigmentacion de los filamentos 24 Color inferior de la corola (externa)
25 Color predominante de la pulpa 25 Color del peciolo
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e Anadlisis de correspondencia multiple de las accesiones de Cusco

El analisis de correspondencia multiple mostré que el 80,34 por ciento de la variacion de la
poblacion es explicada mediante las cincuenta y cinco primeras dimensiones de 154. Sin
embargo solo 9,76 por ciento de la variacion total presente en la poblacion es explicada
mediante la primera dimension, el 4,21 por ciento por la segunda dimension y el 3,32 por
ciento por la tercera dimension; permitiendo asi definir el 17,29 por ciento de la variacion
presente en la poblacion. Los 25 descriptores discriminantes seleccionados segiin el ACM
para la clasificacion de las accesiones de mashua en la poblacion de Cusco segtn su orden

descendentes también se muestran en la Tabla 16.

Comparando los descriptores seleccionados para Cusco y Cajamarca con los de Cusco,
podemos notar que casi todos los caracteres seleccionados (21) fueron semejantes entre
ambos ACM; sin embargo 4 caracteres fueron diferentes. Mientras que en Cusco y
Cajamarca le dio importancia a el color primario de la corola (externa e interna), la
pigmentacion de filamentos, el color predominante de la piel del tubérculo y la distribucion
del color secundario de la pulpa del tubérculo; el ACM de Cusco le dio importancia a el
color del peciolo, el color del tallo, la pigmentacion axilar del tallo y la pigmentacion de

los estilos.

B. Valoracion de los descriptores evaluados

Debido a que en los 25 descriptores seleccionados se encontrd descriptores no muy

adecuados para la clasificacion, se procedio a realizar la valoracion de los 45 descriptores.

Los primeros descriptores descartados o eliminados fueron aquellos que son muy
subjetivos y que a su vez estarian siendo muy influenciados por el medio ambiente como
son la cobertura del suelo, el tamafio de los tubérculos, la uniformidad de los tubérculos y
el tipo de superficie de los tubérculos. Los segundos descriptores eliminados fueron
aquellos que no se encontraron de manera estable dentro de una misma planta y en sus
repeticiones (accesion) como la presencia de fasciacion en el tallo, la presencia de
tuberizacion en los ojos y el color secundario del envés de la hoja, y ademas es probable
que dichos descriptores se deban a causas fisioldgicas. Luego se elimind aquellos
descriptores que ademas de ser inestables en la accesion fueron dificiles de evaluar como

son el color de la nervadura del haz de la hoja, el color de la nervadura del envés de la hoja
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y el borde de la lamina de la hoja. Ademas también se elimin6d la pigmentacion de los
filamentos, debido a la falta de una mayor definicion de los estados y el descriptor forma

del espolon, debido a que solo estuvo presente en una accesion.

Por ultimo se eliminé los descriptores relacionados con la presencia del fruto (3), a pesar
de que estos nos permiten agrupar las accesiones, debido a que se encontraron en diferentes
etapas de desarrollo, por consiguiente la evaluacion se ve afectada impidiendo de esa
manera la clasificacion adecuada de accesiones muy precoces o muy tardias en el

desarrollo del fruto.

Luego de esta apreciacion sobre los descriptores evaluados, la lista fue reducida a una 30
descriptores. Se realizo el agrupamiento en cluster con esta nueva lista, encontrdndose un
total de 270 accesiones diferentes y una repeticion a una distancia de 0,18 en la poblacion
Cusco-Cajamarca, mientras que en la poblacion Cusco se encontré 250 accesiones
diferentes. Ademas se realizé una comparacion de matrices, como una medida de la calidad
de la lista de descriptores, con los agrupamientos encontrados mediante los 45 descriptores
evaluados y se encontrd una alta correlacion (r=0,99600; r=0,99625) y por consiguiente no

hay perdida de descriptores discriminantes luego de la seleccion.

C. Andlisis de correspondencia multiple de 30 descriptores

¢ Andlisis de correspondencia de las accesiones de Cusco y Cajamarca

El analisis de correspondencia multiple mostré que el 80,52 por ciento de la variacion de la
poblacion es explicada mediante las cincuenta y uno primeras dimensiones de 129. Sin
embargo solo 8,61 por ciento de la variacion total presente en la poblacion es explicada
mediante la primera dimension, el 4,17 por ciento por la segunda dimension y el 3,38 por
ciento por la tercera dimension; permitiendo definir el 16,17 por ciento de la variacion
presente en la poblacion. Los descriptores discriminantes seleccionados segiin el ACM
para Cusco y Cajamarca se observan en la Tabla 17. Con los descriptores seleccionados se
realizé el agrupamiento en cluster, encontrandose un total de 257 morfotipos diferentes,
con 8 duplicados que incluyen 22 accesiones. Ademas se realizd6 una comparacion de
matrices entre los agrupamientos encontrados con los 45 descriptores evaluados y los
obtenidos con los 19 descriptores discriminantes propuestos, la alta correlacion encontrada
(r=0,97735) indica una buena calidad de descriptores seleccionados, es decir que son los

mas informativos y discriminantes de todos los descriptores evaluados.
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¢ Analisis de correspondencia multiple de las accesiones de Cusco

El analisis de correspondencia multiple mostré que el 80,32 por ciento de la variacion de la
poblacion es explicada mediante las cuarenta y nueve primeras dimensiones de 126. Sin
embargo solo el 8,59 por ciento de la variacion total presente en la poblacion es explicada
mediante la primera dimension, el 4,11 por ciento por la segunda dimension y el 3,52 por
ciento por la tercera dimension; permitiendo definir el 16,22 por ciento de la variacion
presente en la poblacion. Los descriptores discriminantes seleccionados segin el ACM
para Cusco se observan en la Tabla 17. Con los descriptores seleccionados se realizo el
agrupamiento en cluster, encontrandose un total de 237 morfotipos diferentes, con 8
duplicados que incluyen 22 accesiones. Ademads se realizd una comparacion de matrices
entre los agrupamientos encontrados con los 45 descriptores evaluados y los obtenidos con
los 19 descriptores discriminantes propuestos, la alta correlacion encontrada (r= 0,98926)
indica una buena calidad de descriptores seleccionados, es decir que son los mas

informativos y discriminantes de todos los descriptores evaluados.

Tabla 17: Descriptores seleccionados y propuestos segun los ACM y valoracion en
orden descendente a partir de 30 descriptores

ACM de la poblacion de Cusco-Cajamarca ACM de la poblacion de Cusco
Orden Descriptor Orden Descriptor

1 Forma coloracion secundaria de la piel 1 Distribucion del color secundario de la piel

2 I])Dilesltrlbuccwn del color secundario de la 2 Forma coloracion secundaria de la piel

3 Color secundario de la piel del tubérculo 3 Color secundario de la piel del tubérculo

4 Color del caliz 4 Numero de estigmas

5 Color del espolon 5 Numero de estambres

6 Color pedunculo flor 6  Numero de espolones

7 Numero de estigmas 7 Color secundario corola

8 Color secundario corola 8 Color predominante de la piel del tubérculo
, Distribucion del color secundario de la

9 Numero de estambres 9

pulpa

10 Color predominante de la piel del tubérculo 10  Color del espolon
1 Distribucion del color secundario de la 11 Color del caliz

pulpa
12 Numero de espolones 12 Color secundario de la pulpa
13 Color superior de la corola 13 Color pedunculo flor
14 Color secundario de la pulpa 14 Color superior de la corola
15  Pigmentacion de los estigmas 15  Color inferior de la corola
16  Forma del tubérculo 16  Pigmentacion de los estigmas
17 Color primario de la corola 17 Forma del tubérculo
18  Color inferior de la corola 18  Color primario de la corola
19  Color predominante de la pulpa 19  Color predominante de la pulpa
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D. Comparacion entre los ACM de Cusco y Cajamarca con el de Cusco

Comparando los descriptores se seleccionados para Cusco y Cajamarca con los de Cusco
(25 descriptores) podemos notar que casi todos los caracteres seleccionados fueron
semejantes (21) entre ambos ACM, se observd que 7 descriptores corresponden a
tubérculo, 5 corresponden a las flores, 3 a los espolones, 3 a los 6rganos florales y 3 a los

fruto; sin embargo 4 caracteres fueron diferentes entre ambos.

Los descriptores 19 obtenidos mediante el segundo ACM fueron los mismos tanto para la
poblacion de Cusco como para la poblacion Cusco-Cajamarca. Sin embargo el orden en
que contribuyeron a las dimensiones vari6 en cada ACM secuencial. De los descriptores
seleccionados 8 son de los tubérculos, 6 son de la flor, 3 de los 6rganos florales y 3 de los

espolones.

4.1.7 Andlisis de agrupamiento mediante 19 descriptores seleccionados
A. Analisis de agrupamiento de las accesiones de Cusco y Cajamarca

En el andlisis de agrupamiento en clister mediante los 19 descriptores seleccionados,
podemos encontrar 8 morfotipos duplicados: UNAQA-167 y UNAQA-195; UNAQA-036,
UNAQA-192, UNAQA-259; UNAQA-081 y UNAQA-185; UNAQA-019, UNAQA-014,
UNAQA-163, UNAQA-260, UNAQA-005 y UNAQA-095; UNAQA-153 y UNAQA-246;
UNAQA-140 y UNAQA-085B; UNAQA-137 y UNAQA-094; UNAQA-007B, UNAQA-
069 y UNAQA-068; a un coeficiente de distancia de 0. Los agrupamientos se observan en
la figura 18, donde se determind 3 puntos de corte; uno para los grupos (A), el segundo

para los subgrupos (B) y el ultimo para los sub-subgrupos (C).

Los grupos Al y A2 se determinaron a un coeficiente de distancia de 3,25; que se
diferencian por el color secundario de la piel del tubérculo. En el grupo Al grupo se
encuentran accesiones que no presentan coloracion secundaria y las accesiones que
presentan una coloracion secundaria desde el amarillo hasta el amarillo-naranja. En el
grupo A2 se encuentran las accesiones con color secundario desde el naranja hasta el

negro.
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Los siete subgrupos: B1, B2, B3, B4, B5, B6 y B7 se encuentran a un coeficiente de
distancia de 2,59. Los dos primeros pertenecen al grupo Al y los cinco restantes al grupo

A2.

El subgrupo B1 solo incluye las accesion UNAQA-054 que se caracteriza por presentar por

ser la unica accesion con color de pulpa morado.

El subgrupo B2 incluye accesiones con color predominante naranja, rosado, purpura y
negro que presentan un color secundario amarillo naranja; y accesiones amarillas y

amarillas-naranja que no presentan color secundario en la piel del tubérculo.

El subgrupo B3 incluyd ocho accesiones con color predominante oscuro en la piel
(purpura, morado y negro), con una distribucion del color secundario mayormente en
forma de manchas en los ojos, ademas mayormente presentaron un color secundario de la
corola anaranjado, con ausencia de pigmentacion en los estigmas y la mitad presentd un

espolon y el resto o dos espolones.

El subgrupo B4 incluyo6 cinco accesiones que presentaron una distribucion irregular del
color secundario de la piel del tubérculo y mayormente en forma de jaspes, con ausencia
mayormente del color secundario en la pulpa, ademas presentaron el color secundario de la

corola mayormente anaranjado - rojizo y sin pigmentacion en los estigmas.

El subgrupo BS5 incluy¢ seis accesiones que presentaron el color secundario en forma de
jaspes y manchas en los ojos y una de estas ademds presentd bandas, ademas el color
secundario de la pulpa se encontr6 en el anillo y en la epidermis o en el anillo y la médula,
el color secundario de la corola mayormente fue anaranjado-rojizo y no presentd

pigmentacion en los estigmas.

El subgrupo B6 incluy? seis accesiones, que presentaron mayormente un color secundario
amarillo en forma de jaspes y manchas en los ojos, asi también presentaron mayormente el
color secundario de la pulpa en la epidermis, ademads incluyo la accesion UNACA-016 que
no presenta flores, pero se incluy6 en este grupo por las caracteristicas del tubérculo. Las
accesiones que presentaron flor, mostraron un color superior anaranjado y mayormente

presentaron pigmentacion en los estigmas.
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El subgrupo B7 incluye las demas accesiones, sin embargo se puede visualizar dos

subgrupos, por ello se realizo un tercer punto de corte a un coeficiente de distancia de 2,21.

Los trece sub-subgrupos: Cl1, C2, C3, C4, CS5, C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12, CI13 se
determinaron a un coeficiente de distancia de 2,21. Solo los sub-subgrupos Cl1 y C4

estuvieron conformados por sus mismos subgrupos B1 y B3 respectivamente.

El subgrupo B2 estuvo conformado por los sub-subgrupos C2 y C3, donde el sub-subgrupo
C2 se caracteriza por incluir accesiones con color predominante de la piel del tubérculo
oscuro (rosado, purpura y negro), que presentaron color secundario en la pulpa del
tubérculo en su mayoria presentan un color de caliz rojo-naranja, con ausencia de
pigmentacion en los estigmas y con 8 estambres; y el sub-subgrupo C3 se caracterizé por
incluir accesiones con color predominante de la piel amarilla, amarillas-naranja y naranja,
donde las 2 primeras se caracterizaron por no presentar color secundario en la piel del
tubérculo y la ultima presentaron color secundario amarillo en los ojos y ausencia en el
color secundario en la pulpa del tubérculo. El subgrupo B4 estuvo conformado por dos
sub-subgrupos C5 y C6, donde el sub-subgrupo C5 estuvo conformado solo por la accesion
UNACA-024 que se separ6 del subgrupo B4, por ser la tnica que presentd bandas ademas

de jaspes; y el subgrupo C6 incluyo las demas accesiones.

El subgrupo B5 estuvo conformado por dos sub-subgrupos C7 y C8, donde C7 incluyo las
accesiones UNAQA-082 y UNAQA-034 que se diferenciaron del subgrupo por presentar
una distribucion irregular; y el sub-subgrupo C8 estd conformado por las accesiones
UNAQA-031, UNAQA-047, UNAQA-103 y UNAQA-161A que mantuvieron las

principales caracteristicas del subgrupo BS5.

El subgrupo B6 estuvo conformado por tres sub-subgrupos C9, C10 y C11, donde el sub-
subgrupo C9 solo incluyo la accesion UNACA-016 que se caracterizd por la ausencia de
los descriptores de flor; el sub-subgrupo C10 incluyo las accesiones UNACA-034,
UNACA-027 y UNACA-017 que se diferenciaron del subgrupo B6 por presentar un color
predominante amarillo-naranja; y el sub-subgrupo C11 incluyo las accesiones UNAQA-
176 y UNAQA-221 que se caracterizaron por presentar un color predominante oscuro (rojo

grisaceo y purpura).
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El subgrupo B7 estuvo conformado por dos sub-subgrupos C12 y C13, donde el sub-
subgrupo C12 que se caracteriza por presentar mayormente el color secundario desde el
rosado hasta el morado grisaceo en los ojos, ademas de no presentar color secundario en la
pulpa del tubérculo; y el sub-subgrupo C11 se caracteriza por presentar de 2 a 3
distribuciones al mismo tiempo, al igual que de 2 a 3 formas del color secundario de la piel

del tubérculo.

En el dendograma también observamos que a un coeficiente de distancia de 0,0 se obtiene
un total de 257 morfotipos; sin embargo, a medida que disminuimos el coeficiente de
distancia disminuyen la cantidad de morfotipos, en donde a un coeficiente de 0,5 se
obtendria un total de 205 morfotipos, a un coeficiente de 0,6 se obtendria 188 morfotipos, a
un coeficiente de 0,7 se obtendria 159 morfotipos, a un coeficiente de 0,8 se obtendrian
142, a un coeficiente de 0,9 se obtendria 124 morfotipos y a un coeficiente de distancia de

1 se obtendrian 106 morfotipos (Figura 18).
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B. Analisis de agrupamiento de las accesiones de Cusco mediante 19 descriptores

seleccionados

En el andlisis de agrupamiento en cluster mediante los 18 caracteres seleccionados,
podemos encontrar 8 duplicados: UNAQA-167 y UNAQA-195; UNAQA-036, UNAQA-
192, UNAQA-259; UNAQA-081 y UNAQA-185; UNAQA-019, UNAQA-014, UNAQA-
163, UNAQA-260, UNAQA-005 y UNAQA-095; UNAQA-153 y UNAQA-246;
UNAQA-140 y UNAQA-085B; UNAQA-137 y UNAQA-094; UNAQA-007B, UNAQA-
069 y UNAQA-068. Los agrupamiento generales en el dendograma son semejantes con los
encontrados para el dendograma de Cusco y Cajamarca; pero hubo ligeras variaciones en el
orden de los subagrupamientos, debido a que el orden de importancia de los 19
descriptores seleccionados para Cusco no fue exactamente el mismo que para Cusco y

Cajamarca (Tabla 17).

C. Homologacion del andlisis de agrupamiento con los caracteres de tubérculo

Se realizé un andlisis de agrupamiento solo con los caracteres de tubérculo para las 271
accesiones considerando los 8 descriptores de tubérculo seleccionados segun el ACM,
debido a que la conservacion y clasificacion de la mashua por los agricultores se realiza a
través de los tubérculos, ademés los ACM mostraron que los caracteres de mayor

importancia y mas discriminantes son los de tubérculo (8).

La Figura 19 muestra el dendograma obtenido mediante los descriptores tubérculo, donde
se encontré un total de 144 morfotipos a un coeficiente de distancia de 0, donde se
encontr6 un total de 127 accesiones repetidas que correspondieron a 47 morfotipos
mostrados en la tabla 12 y representan el 46,86 por ciento de la poblacion. De los
morfotipos 128 corresponden al departamento de Cusco y 16 al departamento de

Cajamarca.

Posterior a los agrupamientos, se calculd la correlaciéon entre ambos, es decir entre el
obtenido a partir de los 45 descriptores y el obtenido a partir de los 8 descriptores,

encontrandose una alta correlacion (r=0,97301).
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Figura 19: Agrupamiento de 271 accesiones de Cusco y Cajamarca segun el coeficiente de

distancia 0 de 8 descriptores de tubérculo.

En la Tabla 18 podemos notar los duplicados encontrados mediante los descriptores de

tubérculo:

Tabla 18: Duplicados de los morfotipos de tubérculo y procedencia de las

accesiones
Morfotipos Duplicados por morfotipo Origen
1 Q-2, Q-63 Paucartambo y Calca
2 Q-6,Q-213, Q-7 Acomayo y Calca
4 Q-16, Q-217, Q-225 Lares
8 Q-5,Q-61B Chumbivilcas
Q-10, Q-11, Q-26, Q-44A, Q-49, Q-50, Q-58B, Q-
62, Q-64, Q-69B, Q-70, Q-72B, Q-76, Q-77, Q-78, 40 Accesiones: 1 Acomayo, 25 Calca, 2
10 Q-83, Q-86, Q-87B, Q-92, Q-100, Q-102, Q-104, Canas, 2 Canchis, 5 Espinar, 2 Paruro, 2
Q-119,Q-152,Q-176,Q-179, Q-180, Q-182,Q- |~ =" ' y 1 Urubamba
184, Q-186, Q-187, Q-188, Q-190, Q-191, Q-192,
Q-195, Q-196,Q-212, Q-218, Q-227, Q-266
4 Accesiones: 2 Calca, 1 Canas y 1
11 Q-21,Q-116B, Q-126B, Q-216 Canchis
7 Accesiones: 4 Calca, 1 Canas, 1 Espinar
12 Q-37,Q-52, Q-154, Q-168, Q-185, Q-201, Q-230 y 1 Paruro
13 Q-81, Q-250 2 Accesiones: 1 Calcay 1 Urubamba
15 Q-177, Q-209, Q-224 3 Accesiones: 2 Calcay 1 Espinar
16 Q-75,Q-158, Q-170 3 Accesiones: 2 Calca y 1 Urubamba
18 Q-149, Q-164 2 Accesiones: 1 Calca y 1 Canchis
21 Q-72A, Q-93, Q-122 3 Accesiones de Calca
23 C-2,C-22 2 Accesiones: 1 San Marcos y 1
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Continuacion

Hualgayoc
33 Q-8, Q-42 2 Accesiones de Calca
39 Q-99B, Q-106 2 Accesiones: 1 Acomayo y 1Calca
44 Q-9, Q-69A, Q219 3 Accesiones: 1 Anta, 1 Canas y 1 Paruro
4 Accesiones: 2 Calca 1 Canchis y 1
45 Q-178, Q-236, Q-238, Q-244 Chumbivilcas y
49 Q-194, Q-198 2 Accesiones: 1 Acomayo y 1 Urubamba
50 Q-56, Q-67 2 Accesiones de Calca
54 C-21,C-25 2 Accesiones: 1 Cajabamba y 1 San
Marcos
4 Accesiones: 1 Calca 1 Espinar, 1
>6 Q-214,Q-220, Q-221,Q-223 Paucartambo y 1 Urubambarl)
59 Q-66, Q-166 2 Accesiones: 1 Antay 1 Urubamba
63 Q-103, Q-174 2 Accesiones: 1 Antay 1 Calca
68 Q-48B, Q-132B, Q-148, Q-243A 4 Accesiones: 1 Chumbivilcas 1 Cuscoy 2
Paruro
83 Q-58A, Q-89 2 Accesiones: 1 Calca y 1 Paruro
87 0Q-22,Q-175 2 Accesiones: 1 Cusco y 1 Espinar
91 0-189, Q-231 2 Accesiones: 1 Calcay 1 Cusco
98 C-16, C-31 2 Accesiones de Cajamarca
103 Q-126A, Q-15 2 Accesiones: 1 Canchis y 1 Urubmba
104 Q-27, Q-257 2 Accesiones: 1 Calcay 1 Espinar
105 Q-84, Q-255° 2 Accesiones: 1 Paruro y 1 Urubamba
107 Q-18, Q-65, Q-120, Q-125, Q-130, Q-159, Q-172, |10 Accesiones: 1 Acomayo, 5 de Calca, 1
Q-253, Q-263, Q-265 Cusco, 1 Paruro y 2 Urubamba
108 0-83, Q-165° 2 Accesiones de Calca
112 Q-68A, Q-264 2 Accesiones de Acomayo
115 Q-160, Q-262 2 Accesiones: 1 Calca y 1 Chumbivilcas
117 Q-24, Q-124 2 Accesiones de Calca
118 Q-121, Q-240, Q-254° 3 Accesiones: 2 Calca y 1 Chumbivilcas
119 0Q-127, Q-261 2 Accesiones: 1 Calca y 1 Paucartambo
5 Accesiones: 1 Calca, 1 Chumbivilcas, 1
120 Q-30,Q-51, Q-61A, Q-144, Q-197 Paucartambo y 2 Urubamba
2 Accesiones: 1 Acomayo y 1
21 ] Q-132A,Q-246 Chumbivilcas
127 Q-68B, Q-128 2 Accesiones: 1 Calca y 1Acomayo
128 Q-79, Q-136 2 Accesiones de Paruro
7 Accesiones: 1 Anta, 1 Acomayo, 1 de
130 Q-31, Q-91, Q-96, Q-98, Q-99A, Q-101, Q-107 Calca, 2 Canas, 1 Cusco y 1 Paucartambo
132 Q-260, Q-268 2 Accesiones: 1 Calcay 1 Espinar
136 Q-203, Q-204* 2 Accesiones: 1 Calca y 1 Canas
143 C-12,C-33 2 Accesiones: 1 Cajamarca y 1 Hualgayoc

4.18 Relacidn de los analisis de agrupamiento con los datos de colecta

Se relaciond los agrupamientos encontrados en la caracterizacion morfologica con los

nombres y lugar de procedencia de las accesiones (Anexo 1).

e Nombre comun: Los nombres comunes mas repetitivos fueron: Zapalla (Afiu 15

accesiones, amarillo 1 y 2 solo Zapalla), Yuraq (10 accesiones Afiu, Yana 2 y Scon otro

nombre), Yana (13 accesiones Nawi, 9 Afiu y 10 otro nombre), Wallata (2), Waka (6

accesiones Wagqra, 2 Afiu, 3 Hasta), Sara (3 accesiones), Q'ello (21 accesiones Afiu, 3
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Yana, 2 Zapallo y 12 otro nombre), Puka (9 accesiones Afiu y 14 otro nombre), Papa
Afiu (3 accesiones), Paro Afiu (2 accesiones), Muro (6 accesiones Afiu, 3 Puka y 3 otro
nombre), Llawar waqaq (3 accesiones), Cuerpo de Cristo (3 accesiones), Azul Nawi (4
accesiones), Mashua Zapalla (3 accesiones), Zapalla (3 accesiones) y Mashua Negra (2)
y Ojo Morado (2). De los nombres mas comunes, la mayoria pertenece al departamento

de Cusco, excepto los cuatro ultimos que pertenecen al departamento de Cajamarca.

En el grupo Al se encontrd agrupadas las accesiones con los nombres Yana afiu
(subgrupo C2), Puka afiu (subgrupo C3), y pequefios subgrupos de los nombres Q'ello
Afu y Zapallo Afiu (subgrupo C3).

En el grupo A2 se encontré agrupadas las accesiones en pequefios subgrupos con
nombres comunes Yana Afiu (subgrupo C4), Yuraq (subgrupo C12), Yana (subgrupo
C12) y Waka (subgrupo C13). La Figura 20 muestra los algunos agrupamientos

basados nombres comunes en un eje de coordenadas.

Factonal analysis: Axes 1/2
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Figura 20: Ploteo de analisis morfologico basado en los nombres comunes.

e Lugar de procedencia: Las muestras provienen de 11 provincias del departamento del
Cusco y de 4 provincias del departamento de Cajamarca. En el dendograma se puede
notar que las accesiones de la provincia Calca se encuentran distribuidas en todos los
agrupamientos; esto nos muestra la gran variabilidad morfolégica que se encuentra en

dicha provincia ademas de la gran cantidad de muestras provenientes de esta. Las
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accesiones no se agruparon segun el lugar de procedencia de la accesion. La Figura 21
muestra un ploteo de las accesiones en los 2 primeros ejes segun el lugar de procedencia

de las accesiones.

Factorial analysis: Axes 1/2
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Figura 21: Ploteo de analisis morfologico basado en los lugares de origen de las
accesiones.

4.2 Caracterizacion de la variabilidad molecular

4.2.1 Seleccion de combinaciones de iniciadores de AFLP

Se probd un total de 18 combinaciones de iniciadores en este estudio, de las cuales se
selecciond 6 combinaciones por presentar mayor polimorfismo. Las combinaciones

seleccionadas se muestran en la Tabla 19:

Tabla 19: Iniciadores para la obtencion de marcadores AFLP

Secuencias de (5'-3")-Iniciador Secuencias de (5'-3")-Iniciador
Nombre Eco RI Nombre Mse |

E32 GACTGCGTACCAATTCAAC M40  GATGAGTCCTGAGTAAAGC
E32 GACTGCGTACCAATTCAAC M4l GATGAGTCCTGAGTAAAGG
E32 GACTGCGTACCAATTCAAC M59  GATGAGTCCTGAGTAACTA
E45 GACTGCGTACCAATTCATG M41 GATGAGTCCTGAGTAAAGG
E40 GACTGCGTACCAATTCAGC M35 GATGAGTCCTGAGTAAACA
E35 GACTGCGTACCAATTCACA  M48  GATGAGTCCTGAGTAACAC
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4.2.2 Marcadores AFLP detectados
A. Marcadores AFLP detectados en Cusco

En la Tabla 20 se muestra el total de fragmentos amplificados en el departamento de
Cusco. Un total de 333 fragmentos amplificados (loci) que fueron detectados dentro de 201
accesiones de Cusco, en donde el 59,46 por ciento de bandas (198) AFLP fueron
polimorficas, es decir son las mas informativas. El nimero de loci polimérficos variod por
combinacion de iniciadores de 26 a 40 bandas ([E32 M40] y [E35 M48], respectivamente,

con un promedio de 33 bandas polimdrficas por iniciador).

Tabla 20: Numero y porcentajes de bandas polimorficas y monomdrficas detectadas
en los patrones AFLP de la localidad de Cusco

CUSCO
Iniciadores Banglas_ % Bar)da_ls San,da_s %_ Ba}nd_as Ndmero Total
Monomorficas Monomorficas Polimorficas Polimorficas  de Bandas

E32-M40 30 42,86 40 57,14 70
E32-M41 27 45,00 33 55,00 60
E32-M59 20 38,46 32 61,54 52
E45-M41 19 37,25 32 62,75 51
E40-M35 13 27,08 35 72,92 48
E35-M48 26 50,00 26 50,00 52

Total 135 40,54 198 59,46 333
Promedio 22,5 40,54 33,00 59,46 55,50

Comparando los resultados obtenidos de dos combinaciones de AFLP mas polimorficas de
Alagon y Rosas (2008) empleadas en el presente trabajo (E32M40 y E32M41),
observamos variaciones en el numero de bandas evaluadas (monomorficas y polimorficas),

pero los porcentajes de bandas polimorficas fueron semejantes.

B. Marcadores AFLP detectados en Cajamarca

En la Tabla 21 se muestra el total de fragmentos amplificados en el departamento de
Cajamarca. Un total de 313 fragmentos amplificados (loci) que fueron detectados dentro de
20 accesiones de Cajamarca, en donde el 58,82 por ciento de bandas (187) AFLP fueron

polimorficas, es decir son las mas informativas.
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El nimero de loci polimoérficos varidé por combinacion de iniciadores de 23 a 38 bandas
([E32 M40] y [E35 M48], respectivamente, con un promedio de 30 bandas polimorficas

por iniciador).

Tabla 21: Numero y porcentajes de bandas polimorficas y monomorficas detectadas
en los patrones AFLP de la localidad de Cajamarca

CAJAMARCA
Iniciadores Banqlas_ % Bar,1da_15 Baqda_s %_ Ba}nd_as Ndmero Total
Monomorficas Monomorficas Polimorficas Polimérficas de Bandas

E32-M40 30 44,12 38 55,88 68
E32-M41 25 47,17 28 52,83 53
E32-M59 19 39,58 29 60,42 48
E45-M41 15 34,09 29 65,91 44
E40-M35 11 25 33 75 44
E35-M48 26 53,06 23 46,94 49

Total 126 41,18 180 58,82 306
Promedio 21 41,18 30 58,82 51

C. Marcadores AFLP exclusivos por localidad

Se detectaron marcadores exclusivos para cada uno de los departamentos respectivamente,
estos marcadores exclusivos fueron contabilizados y mostraron valores diferentes para

cada par de iniciadores, como se observa a continuacion (Tabla 22).

Tabla 22: Numero de marcadores exclusivos detectados en los patrones AFLP para
cada departamento.

MARCADORES EXCLUSIVOS
Iniciadores CUSCO CAJAMARCA

E32-M40 6 5
E32-M41 4 1
E32-M59 1 0
E45-M41 4 0
E40-M35 3 0
E35-M48 6 1

Total 24 7

Las bandas exclusivas que se consideraron fueron solo las bandas polimorficas para la
poblacion Cusco Cajamarca, ya que estas fueron las bandas informativas de cada
departamento. Ademas también podemos notar que al igual que en Alagén y Rosas (2008)

el departamento con mayor cantidad de bandas exclusivas fue Cusco.
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4.2.3 Andlisis de polimorfismo
A. Determinacién del indice de contenido polimorfico (PIC)

El indice de contenido polimorfico (PIC) se calcul6 para cada fragmento polimorfico y este
indico el poder de discriminacion de cada marcador. Los valores por debajo de 0,05 de PIC
se eliminaron debido a que la cantidad de bandas ausentes o presentes sobrepaso el 90 por
ciento con respecto a la otra (menos de 4 individuos); estas bandas no fueron incluidas en

el analisis estadistico de PIC. Los valores PIC se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23: indice y promedio de contenido polimorfico para Cusco y Cajamarca

CUSCO Y CAJAMARCA
Iniciadores Marcadores PIC 211 Marcadores PIC 201
E32 M40 45 0,27 42 0,29
E32 M41 34 0,31 33 032
E32 M59 32 0,30 32 0,30
E45 M41 34 0,27 33 0,28
E40 M35 36 0,31 35 0,32
E35 M48 30 0,23 26 0,27
TOTAL 211 0,28 201 0,30

De los 211 marcadores encontrados se eliminara un total de 10 marcadores, quedandonos
asi con 201 marcadores debido a que presentaron valores por debajo de 0,05 cuando se
analizo los valores de PIC como una sola poblacion, estos no se incluyeron en los analisis

posteriores.

También se determind el PIC por cada departamento en la Tabla 24 y Tabla 25.

Tabla 24: indice y promedio de contenido polimérfico para Cusco

CUSCO
Iniciadores Marcadores PIC 204 Marcadores PIC 198
E32 M40 40 0,29 40 0,29
E32 M41 33 0,31 33 0,31
E32 M59 32 0,29 31 0,30
E45 M41 34 0,26 32 0,28
E40 M35 36 0,30 35 0,31
E35 M48 29 0,23 27 0,25
TOTAL 204 0,28 198 0,29
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De los 211 marcadores encontrados en la poblacion conjunta de Cusco-Cajamarca, para la
poblacion de solo Cusco se elimind un total de 7 marcadores especificos de Cajamarca,
quedandonos asi 204 marcadores, y estos ultimos fueron reducidos a 198 marcadores,
debido a que presentaron valores por debajo de 0,05 cuando se analiz6 los valores de PIC

solo en la poblacion de Cusco.

Tabla 25: Indice y promedio de contenido polimérfico para Cajamarca

CAJAMARCA
Iniciadores Marcadores PIC 180
E32 M40 38 0,32
E32 M41 28 0,28
E32 M59 29 0,30
E45 M41 28 0,32
E40 M35 33 0,31
E35 M48 24 0,27
TOTAL 180 0,30

De los 211 marcadores encontrados en la poblacion conjunta de Cusco-Cajamarca, se
elimind 24 marcadores especificos para Cusco, quedandonos asi 187 marcadores, y de
estos se elimind 7 marcadores mas, debido a que dichas bandas fueron monomorficas en
toda la poblacion de Cajamarca, pero polimorficas cuando se consideraron con la
poblacion de Cusco y por consiguiente no nos brindaron informacion relevante,

quedandonos asi con 180 marcadores para la poblacion de Cajamarca.

No se pudieron realizar comparaciones de los valores de PIC con los de Alagon y Rosas

(2008), debido a que la formula que emplearon es la de heterocigocidad y no la del PIC.

B. Determinacion de los iniciadores més polimorficos

Los indices de iniciadores muestran el poder de discriminacion de cada combinacion de
iniciadores, estos fueron analizados en general y por departamento y por combinacion.
Para este analisis se consideraron todos los marcadores encontrados, incluidos los que

presentaban un PIC inferior a 0,05. Los valores se muestran en la Tabla 26.

Los iniciadores con indices de iniciador mas elevados son el E32M40 y E40M35; mientras
que el con menor indice de iniciador es el E35M48 en ambos departamentos y en conjunto.

Los iniciadores con mayor PIC fueron las combinaciones E32M41 y E40M35 para la
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poblacion en conjunto. Sin embargo, no necesariamente un mayor indice de iniciador
tendré un mayor PIC. El iniciador més polimérfico en Cusco fue el E32M41 que presentd
un mayor PIC en Cusco. Sin embargo, no presento el mas alto indice de iniciador; mientras
que el iniciador mas polimorfico en Cajamarca fue el E32M40, que también presento el

mas alto indice de iniciador.

Tabla 26: Contenido de polimorfismo calculado para Cusco y Cajamarca

Departamento Cajamarca Cusco Cusco y Cajamarca
Iniciadores I'_n(_jice Promedio I'_n(_jice Promedio I'_n(_jice Promedio

Iniciador PIC Iniciador PIC Iniciador PIC
E32 M40 12,03 0,32 11,47 0,29 12,03 0,29
E32 M41 7,71 0,28 10,35 0,31 10,47 0,32
E32 M59 8,75 0,30 9,42 0,29 9,71 0,30
E45 M41 8,95 0,31 8,89 0,26 9,20 0,28
E40 M35 10,22 0,31 10,72 0,30 11,08 0,32
E35 M48 6,51 0,28 6,72 0,23 7,04 0,27
PROMEDIO 9,03 0,30 9,60 0,29 9,92 0,30

C. Determinacion del indice de diversidad de Shannon Weaver

Se determind el indice de diversidad de Shannon para cuantificar la biodiversidad

especifica total y la de ambos departamentos (Tabla 27).

Tabla 27: Indice de Shannon Weaver molecular

indice de Shannon Weaver

Poblacion Indice

Cusco-Cajamarca 5,14456978
Cusco 5,12036797
Cajamarca 5,0589333

Estos valores fueron superiores a 5, por consiguiente confirman la existencia de una gran
diversidad encontrada con los marcadores AFLP tanto considerada como un conjunto o por
departamentos. A pesar de que las accesiones de Cajamarca fueron solo 20 se puede notar

la presencia de una gran diversidad.
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4.2.4 Andlisis de agrupamiento

La importancia de determinar la similitud genética entre individuos de una poblacion, es
que a partir de ella se pueden realizar correctamente los andlisis de agrupamiento y
diversidad. No existe un coeficiente de similitud universalmente reconocido para el analisis
con marcadores moleculares, ademas también se debe de considerar el tipo de caracter

dominante o codominante

La similitud genética entre 221 accesiones de mashuas de Cusco y Cajamarca se calculd
empleando los coeficientes de similitud Simple Matching y Jaccard. Se obtuvieron dos

matrices donde se comparan entre si cada uno de las accesiones.

A. Coeficiente Simple Matching

Del analisis de agrupamiento, seglin el coeficiente de SM, mostrado en la Figura 22 y
Figura 23, se puede notar la formacion de dos grupos bien diferenciados a un coeficiente
de similaridad de 0,58, el primer grupo Al estd conformado por todas las accesiones de
Cusco, mientras que el segundo grupo A2 estd conformado por las accesiones de
Cajamarca, esto probablemente se debe a la presencia de bandas exclusivas, las cuales

permiten la separacion entre ambos departamentos.

Los porcentajes de similitud encontrados para este coeficiente son de 58 por ciento a 95
por ciento. El porcentaje de similitud mas alto encontrado en este analisis de AFLP fue
entre las accesiones UNAQA-049 y UNAQA-135 con 95 por ciento, y de manera similar
las accesiones UNAQA-163 y UNAQA-185 al mismo porcentaje, lo que indica una alta
similitud genética entre ellos. Se encontro la formacion de 4 subgrupos a un coeficiente de
similaridad de 0,61. El primer subgrupo Bl estd conformado por las accesiones de
Cajamarca, el subgrupo B2 estd conformado por las accesiones UNAQA-129, UNAQA-
059, UNAQA-063 y UNAQA-242, el subgrupo B3 incluye las accesiones UNAQA-198,
UNAQA-027, UNAQA-030, UNAQA-034, UNAQA-050A y UNAQA-175, y el subgrupo
A3 esta conformada por el resto de las accesiones. Se determiné un tercer punto de corte a

0,9 y se encontr6 un total de 203 accesiones diferentes a nivel molecular.
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Figura 23: Agrupamiento de las accesiones de Cusco y Cajamarca segun el indice se
similitud Simple Matching. a.lzquierda: Grafica Radial, b.Derecha:
Dendograma Vertical.

B. Coeficiente Jaccard

Del analisis de agrupamiento, segtn el coeficiente de Jaccard, mostrado en la Figura 24 y
Figura 25, podemos observar en el dendograma resultante que todas las accesiones estan
incluidas dentro de un mismo cluster, por ello establecemos los grupos a un coeficiente de
similaridad de 0,37, donde se forman dos grupos, uno del departamento de Cusco y el otro
del departamento de Cajamarca, sin embargo se encuentran 12 accesiones excluidas de
ambos grupos. Los grupos encontrados a un coeficiente de similaridad de 0,37 fueron 12.
El primer grupo Al esta conformado por la accesion UNAQA-008, el grupo A2 esta
conformado por la accesion UNAQA-261, el grupo A3 esta conformado por la accesion
UNAQA-084, el grupo A4 esta conformado por la accesion UNAQA-251, el grupo AS esta
conformado por las accesiones UNAQA-206 y UNAQA-197, el grupo A6 esta conformado
por la accesion UNAQA-241, el grupo A7 estd conformado por la accesion UNAQA-247,
el grupo A8 estd conformado por la accesion UNAQA-110, el grupo A9 estd conformado
por las accesion UNAQA-116 y UNAQA-130, el grupo A10 estd conformado por las
accesiones UNAQA-188, UNAQA-223, UNAQA-204, UNAQA-105A, UNAQA-105B,
UNAQA-089, UNAQA-253 y UNAQA-229. El grupo A1l corresponde a las accesiones
del departamento de Cajamarca y el grupo A12 incluye el resto de las accesiones. El
porcentaje de similitud més alto encontrado en este analisis de AFLP fue entre las
accesiones UNAQA-163 y UNAQA-185 con 92 por ciento, lo que indica que
genéticamente son muy semejantes. Se determind un tercer punto de corte a 0,9 donde se

270 accesiones diferentes a nivel molecular.
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Figura 25: Agrupamiento de las accesiones de Cusco y Cajamarca segin el indice se
similitud Jaccard. a.Izquierda: Grafica Radial, b.Derecha: Dendograma Vertical

C. Coeficiente de correlacion cofenético

Una vez generadas las matrices de similitud, se evaluo independientemente cada una para
obtener la matriz cofenética, la cual resulto de un andlisis cofenético a partir del

dendograma generado con cada coeficiente de similitud empleado en este estudio.

Se midi6 la concordancia entre ambas matrices para evaluar la existencia de diferencias
significativas en la correlacion de las mismas, dando como resultado los valores "r” de
coeficiente de correlacion cofenético. Los valores estan considerados dentro de un rango de
buen agrupamiento, sin embargo los valores de Simple Matching (0,7402) es ligeramente

mas bajo que Jaccard (0,8353).

D. Indice de consenso Cl¢

Para comparar los dendogramas generados se uso el indice de consenso Cl. que indica la
similitud entre los agrupamientos generados en cada dendograma. El coeficiente consenso
hallado entre el dendograma de Simple Matching con el dendograma de Jaccard fue bajo
(0,47032), esto se debid a que el coeficiente SM proporciona igual valor a las ausencias y

presencias; mientras que Jaccard proporciona un mayor valor a las presencias.

4.2.5 Relacion de los analisis de agrupamiento con los datos pasaporte

Se relaciond los datos pasaporte de las accesiones con los agrupamientos formados
mediante los respectivos agrupamientos formados. Los datos pasaporte considerados

fueron: Nombre comun y lugar de procedencia (Anexo 1).
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A. Coeficiente Simple Matching

Se realizd la comparacion de los datos pasaporte con los agrupamientos encontrados en el

indice SM.

e Nombre comdn: Los nombres comunes mas repetitivos fueron: Zapalla (Afiu 11
accesiones, amarillo 1 y 2 solo Zapalla), Yuraq (11 accesiones Afiu, Yana 2 y 6 con otro
nombre), Yana (8 accesiones Nawi, 5 Afiu y 10 otro nombre), Wallata (2), Waka (7
accesiones Wagqra, 2 Afiu, 2 Hasta), Sara (2 accesiones), Q’ello (18 accesiones Afiu, 2
Yana, 2 Zapallo y 10 otro nombre), Puka (8 accesiones Afiu y 7 otro nombre), Papa Afiu
(2 accesiones), Paro Afiu (2 accesiones), Muro (5 accesiones Afiu, 2 Puka y 1 otro
nombre), Cuerpo de Cristo (2 accesiones), Azul Nawi (3 accesiones), Mashua Zapalla
(3 accesiones), Zapalla (3 accesiones) y Mashua Negra (2) y Ojo Morado (2). De los
nombres mas comunes, la mayoria pertenece al departamento de Cusco, excepto los
cuatro ultimos que pertenecen al departamento de Cajamarca. En el grupo B4 que
corresponde al departamento de Cusco se puede observar subgrupamientos de
accesiones con los nombres comunes Yana (7), Yuraq (5), Q’ello (19) y Zapalla (10).
En el subgrupo Bl que corresponde al departamento de Cajamarca se agruparon
accesiones Mashua Zapalla y las Ojo morado en un mismo claster. En la Figura 26 se
observan algunos de los agrupamientos segun los nombres comunes de las accesiones

representados en un eje factorial.

e Lugar de procedencia: se observa que primero se separan los dos departamentos, el
primer agrupamiento denominado A2 corresponde a las accesiones del departamento
Cusco, mientras que el segundo denominado Al corresponde a las accesiones de
Cajamarca. (Figura 25a). Respecto a las provincias, se tiene 11 perteneciente a Cusco,
sin embargo solo la provincia de Calca que incluye a la mayoria de las accesiones se
divide en 5 distritos y la provincia de Urubamba en 2 distritos; y 4 pertenecientes a
Cajamarca, pero solo San Marcos presenta 2 distritos. En el agrupamiento A2 segun su
lugar de procedencia se observa que las accesiones no se agrupan dentro de un solo
cluster, por el contrario forman diferentes agrupamientos dentro de cada departamento
respectivamente, ademas también se puede notar que las accesiones de la provincia de
Calca, que presentan un mayor nimero de muestras, sus accesiones se encuentran en

cada uno de los diferentes agrupamientos, por lo que concluiriamos que dicha provincia
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presenta una gran variacion genética. Mientras en el agrupamiento Al las accesiones de
Cajamarca segun su lugar de procedencia se encuentran distribuidas en ambos
agrupamientos independientes de su lugar de procedencia, a excepcion de las accesiones

del distrito de Bambamarca que solo se encuentran en un subgrupo.

Debido a la gran cantidad y variabilidad encontrada, probablemente el centro de origen
de la diversidad de mashua se encuentre en el departamento de Cusco y mas
especificamente dentro de la provincia de Calca; también se puede ver que las demas
provincias también presentan variabilidad, pese a la cantidad de muestras. Ademas
como se observo desde un inicio la formacion de dos agrupamientos, uno para cada
departamento, se deberia a la presencia de diferentes alelos especificos que permitirian

distinguir una poblacion de otra.

Factorial analysis; Axes 1/2
15

Puka Any“i'_' Yur
kinYana Waskar ¥

Wallaty

ukagfiarka wavil,,

s Yy, -
b Yavaran
Waskqa Afiu | 057 .

e wolll’  Yana wana wa
SRS NAAue  (Posi
Waka Wallatiana aﬁu_"}mu_’lT_li ynﬂ&“ﬁhu' - -

W,
W

- -2 —Puika afIAn gy LV 5 2 25
Waka Wagra Yana Jasu_tljca;ana A"”;\u' 'Taubai_lﬂ_a;k:a-“ﬂe
2 Rosado afiu A

Taruka Chupan’ i e
B i “!"YSara Q'ello

Waka Wafiochig' “JaturPuka rmuaro ann

-1 X ;oum. .
y : Puka Nawiyaghy s 2gpalloa Blanca
Sara Q'ello, Mata Pinaifhamss

wete Anu

Qomer Afiu

“#ionua Negra rijjo

‘AmariLa CO.E)Lr; Morado

2!
Ojo Negro ‘Djo Moradod Okesita

Merhiin Davindg
-25+¢ Wicllu Negra
Mashua Negrahua Zapalls B

w

Figura 26: Ploteo del analisis molecular basado en los nombres comunes (Cusco A y
Cajamarca B).

B. Coeficiente Jaccard

Se realizd la comparacion de los datos pasaporte con los agrupamientos encontrados en el

indice Jaccard.

e Nombre comun: Los agrupamientos generados en el dendograma a diferencia de SM se
encontro 12 accesiones que se agrupan antes de los agrupamientos All y Al2, que

corresponden a los departamentos. Del agrupamiento de las accesiones de Cajamarca en
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A1l hay subgrupos con los nombres Mashua Zapalla y Zapalla. En el agrupamiento
A12 de las accesiones de Cusco se puede observar subgrupos con los nombres comunes
Zapalla Afu (7); Yuraq Afiu (7), Yana (5), Waka (10) y Q’ello (14).

e Lugar de procedencia: Los lugares de procedencia son los mismos que los
mencionados en SM, y al igual que en SM las accesiones de Calca se encuentran
distribuidas en todo los subagrupamientos, incluyendo las accesiones que se hallan fuera
de los agrupamientos A1l y A12. En los agrupamientos de Cajamarca All, se puede
notar que las accesiones segun su lugar de procedencia se encuentran dentro de tres
subagrupamientos, sin embargo solo Bambamarca se encuentra en un solo subgrupo.
Debido a que todas la accesiones en un inicio se encuentran dentro de un mismo
agrupamiento, es que suponemos que probablemente el centro de origen se encuentra en
Cusco, tanto por la cantidad y variabilidad genética encontrada en este, ademas
deducimos que probablemente el departamento de Cajamarca sea el lugar de
diversificacion de la mashua, debido tanto a la variabilidad encontrada asi como debido

a su separacion de las accesiones de Cusco.

4.2.6 Andlisis factorial de coordenadas principales (ACoP)
Se realiz6 el analisis de coordenadas principales para los dos coeficientes de similitud:

e Simple Matching: en el ACoP se calcularon 5 coordenadas; los cinco primeros ejes
explicaron el 23,27 por ciento de la variacion total, mientras que los tres primeros
proporcionaron mayor informacion, con 6,9 por ciento, 5,03 por ciento y 4,8 por
ciento, respectivamente.

e Jaccard: en el ACoP se calcularon 5 coordenadas; los cinco primeros ejes
explicaron el 20,07 por ciento de la variacion total, mientras que los tres primeros
proporcionaron mayor informacion, con 6,07 por ciento, 4,28 por ciento y 3,97 por

ciento, respectivamente.

En los andlisis de coordenadas principales realizadas se puede notar que las proporciones
son muy bajas, no permitiéndonos de esta manera definir agrupaciones dentro de cada
departamento (Figura 27). La misma observacion se ha hecho en otros estudios de
diversidad sobre tubérculos andinos (Malice 2010, Malice et al., 2010). Sin embargo si se

puede notar dos grupos genéticos de acuerdo a la procedencia geografica, uno de Cusco y
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otro de Cajamarca. Una observacion semejante se mostrd en Pissard et al., 2008; donde se

defini6 tres grupos genéticos segun la procedencia a partir de accesiones de todo el Pert.

E “, Cusco Cuseo

™\, Cajamarca

Cajamarca

Figura 27: Ploteo de ACoP por departamentos a) SM y b) Jaccard

4.2.7 Seleccion del coeficiente de similitud

La importancia de determinar la similitud genética entre individuos de una poblacion, es
que a partir de ella se pueden realizar correctamente los analisis de agrupamiento y
diversidad. No existe un coeficiente de similitud universalmente reconocido para el
analisis con marcadores moleculares, ademas se debe de considerar el tipo de caracter

dominante o codominante (Kosman y Leonard, 2005).

Se opto6 por desarrollar tanto el coeficiente de Jaccard como el de SM debido a que ambos
son empleados para marcadores dominantes. En el dendograma generado por el coeficiente
de Jaccard no se encontrd grupos facilmente definidos, mientras que con SM se observo
que las accesiones se dividen en dos grandes grupos basados en su distribucion geografica
(departamentos). Sin embargo dentro de los grupos no se pudo definir claramente
agrupamientos. Es por ello que en ambos casos se definid subgrupos a diferentes puntos de
corte; esto puede tener relacion con los origenes muy diversos de mashua dentro de las
provincias, por lo que esta especie tendria una amplia base genética, lo cual se corrobora
con los indices de Shannon-Weaver. Ademas segun Jaccard, toda la diversidad presente se
encuentra dentro del departamento de Cusco, sin embargo en uno de los subgrupos se

encuentra claramente definido un grupo de Cajamarca.
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De los andlisis de agrupamientos obtenidos con los 2 coeficientes de similitud empleados,
se puede notar que los agrupamiento del coeficiente de Jaccard difieren un poco de los
obtenidos mediante SM, esto se debe a que Jaccard no da igual valor a las ausencias,
debido al hecho de que dichas ausencias no garantizan similaridad entre dos individuos,
mientras que SM proporciona un valor igual tanto a las ausencias como a las presencias
(Las observaciones en la semejanza de dichos analisis se corroboran con el indice de

CONsenso).

Sin embargo se opto por elegir el coeficiente de similitud de Simple Matching, debido a
que segiin Kosman y Leonard (2005) existe un alto grado de similitud en las secuencias de
ADN de la misma especie eucariota, y ademas no se tiene un manera exacta de determinar
la diversidad genética de organismos poliploides, empleando marcadores dominantes, por
tal razon los resultados se deben contemplar como un estimado basado en la similitud

fenotipica.

4.2.8 Analisis de la estructura genética

La estructura de la variabilidad genética de la coleccion fue tratada mediante el analisis de
varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) en base a la informacidn disponible
acerca del origen de los cultivares. El AMOVA fue realizado con la finalidad de evaluar si
existian diferencias en la diversidad genética presente tanto dentro como entre los

departamentos de Cusco y Cajamarca.

Con la finalidad de conocer los componentes de la varianza que influyen la variacion
genética presente en los departamentos de Cusco y Cajamarca se procedid a realizar 2

AMOVAs:

A. Analisis de varianza molecular segun las cuencas hidrogréaficas

Los agricultores mantienen un sistema dinamico de flujo de semillas vegetativas, el que es
realizado consciente e inconscientemente, para mantener la productividad de sus cultivos
en los sistemas de siembra tradicional, dicho sistema permite el mantenimiento de una
misma diversidad entre las zonas de intercambio de semillas, por lo que se puede apreciar
una amplia diversidad en una pequefia zona de colecta. De esta manera los agricultores
juegan un rol fundamental en la seleccion y dispersion de genotipos clonales (Cadima.

2006).
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El flujo de semillas inter e intracomunal es generado por el numero de intercambios y es
realizado a través de regalos y trueques (Cadima et al., 2003), tendiendo asi a homogenizar
las reservas genéticas dentro y entre las regiones y, por lo tanto contrarrestar parcialmente
el efecto de la deriva genética entre bancos de genes separados. Ademas cabe recordar que
la promocion de la disponibilidad de semillas y el intercambio son acciones efectivas para
el mantenimiento y desarrollo de la diversidad, pero el uso y valoracion de tubérculos
nativos a nivel regional, nacional e internacional son las motivaciones fundamentales para

mejorar las politicas y los procesos en esta direccion (Velazquez-Milla et al., 2011).

Es por ello que se realiz6 un AMOVA para observar si existia variacion dentro de las
cuencas hidrograficas. Para este analisis se consider6 como grupos las cuencas
hidrograficas encontradas en el departamento de Cusco, mientras que el departamento de
Cajamarca se consider? la cercania del distrito; sin embargo debido a que la gran cantidad
de individuos la cuenca del Apurimac y Vilcanota, se subdividieron en tres y dos
respectivamente segun la cercania de los distritos. Los individuos pertenecientes a cada

cuenca se muestran en la Tabla 28:

Tabla 28: Accesiones agrupadas segun las cuencas hidrograficas

Cuenca Distrito Accesiones
Apurimac noroeste Huarocondo y Chinchero 19
Apurimac norcentro  Lamay, Pisac y Taray 34
Apurimac noroeste San Salvador y San Geronimo 30
Apurimac sur Pomacanchis y Pitumarca 20
Vilcanota norte Chamaca y Omacha 29
Vilcanota sur Qewe y Coporaque 22
Urubamba Lares 37
Yavero Colquepata 10
Cajamarca Norte Sitacocha y Gregorio Pita 8
Cajamarca Sur Namora y Bambamarca 12

Los resultados del AMOVA se observan en la Tabla 29:

Tabla 29: AMOVA de comparacion entre cuencas hidrogréaficas

Sumade Componentes de la Porcentaje de

Fuente de Variacion G.L. ) L
Cuadrados varianza Variacion
Entre cuencas hidrograficas 9 714,794 1,68441Va 4,45
Entre distritos dentro de la
cuencas 9 360,970 0,52417Vb 1,39
Entre las accesiones 202 7194,842 35,61803Vc 94,16
Total 220 8270,606 37,82661
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indice de Fijacion FST=0 - 0,05 diferenciacion pequeiia

FSC: 0,01450 FST= 0,05 - 0,15 diferenciacién moderada
FST: 0,05839 FST=0,15-0,25 gran diferencia
FCT:  0,04453 FST > 0,25 muy grande diferenciacion

Los resultados nos muestran que la mayor parte de la variabilidad se da entre las
accesiones (94,16 por ciento), ademas existe un bajo nivel de variacion genética a nivel de
cuencas hidrograficas (4,45), y existe una variacion aun mas baja dentro de las cuencas
(1,39); ademas el valor FST obtenido 0,05839 nos muestra que solo existe una moderada
diferencia genética entre las mashuas dentro de los grupos dentro de cada cuenca

hidrografica, sin embargo tiende a una pequefia diferencia.

Estos valores bajos de variacion indican que existe un flujo genético de mashua dentro y
entre cuencas; el cual se esta realizando mediante intercambio o trueque de semillas entre
campesinos y pueden haber ayudado la dispersion a larga distancia de los tubérculos.

La estructura establecida para la poblacion evita el sesgo ocasionado por las diferencias en
el numero de individuos presentes dentro de cada provincia y distrito; sin embargo opaca
las variaciones y diferencias presentes dentro de los departamentos; es por ello que se
realizé otro AMOVA cuyos grupos estan formados los departamentos y subgrupos son las

cuencas hidrograficas.

B. Analisis de varianza molecular segun las cuencas hidrogréaficas dentro de los

departamentos

Para este analisis se consideré como grupos a los dos departamentos, mientras que los
subgrupos estuvieron formados por las cuencas hidrograficas, siendo ocho en Cusco y dos

en Cajamarca.

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla 30:

Tabla 30: AMOVA segun las cuencas hidrograficas dentro de los departamentos

Fuente de Variacion Suma de Componentes de  Porcentaje de

G.L. Cuadrados la varianza Variacion
Entre grupos (Departamentos) 1 328,820 7,87470Va 17,80
Entre cuencas hidrogréaficas 9 385,975 0,54465VDb 1,23
Dentro de las accesiones 211  7555,812 35,80954Vc¢ 80,96
Total 220  8270,606 4422888
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indice de Fijacion FST=0 - 0,05 diferenciacion pequefia

FSC:  0,01498 FST= 0,05 - 0,15 diferenciaciéon moderada
FST:  0,19036 FST= 0,15-0,25 gran diferencia
FCT: 0,17804 FST > 0,25 muy grande diferenciacion

Los resultados del analisis indican que una gran porcion de la variacion genética se origina
por la variacidon encontrada dentro de las accesiones (80,96 por ciento), una porcién de la
variacion genética menor (17,80 por ciento) se debe a los departamentos y una porciéon ain
menor se debe a las comunidades dentro de los grupos (1,23 por ciento). Ademas el valor
FST obtenido nos muestra que existe una gran diferencia genética entre las mashuas dentro

de las cuencas dentro de cada departamento.

Este indice de fijacion indica que la diferenciacion genética es muy grande, esto se
evidencia en el dendograma y diagrama de coordenadas principales, donde se observa la
separacion de las accesiones segin el area geografica en la que fueron colectadas,
estableciendo asi la fijacion alélica, lo que contribuye a la diferenciacion genética entre

Cusco y Cajamarca.

De la comparacion entre cuencas de la Tabla 31 se puede concluir:

e Las dos cuencas de Cajamarca difieren tanto entre ellas como con las cuencas del
Cusco.

e La cuenca del Apurimac fue dividida en 4 subgrupos, podemos notar que la cuenca
de A. noroeste no difiere de manera significativa de la cuenca de A. sur, sin
embargo ambas presentan difieren significativamente de las cuencas A. norcentro y
A. noreste. Asi mismo las cuencas del norcentro y noreste no difieren
significativamente, pero ambas presentan diferencias significativas con las cuencas
de A. noroeste y A. sur.

e La cuenca del Vilcanota sur presenta diferencias significativas con Vilcanota norte,
ademas V. norte no difiere significativamente de A. norcentro y A. noroeste.;
mientras que V. sur no difiere significativamente de A. noroeste y de A. sur.

e La cuenca del Urubamba tampoco presenta diferencias significativas con las
cuencas de A. norcentro, A. noreste y V. norte.

e La cuenca del Yavero no presenta diferencias significativas con A. noroete, A. sur

y V. Sur.
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Tabla 31: Comparacion entre las cuencas hidrograficas dentro de los departamentos

Cod. Cuenca Hidrografica 112345678910
1  Apurimac noroeste 110 |+ |+ |- |+ - -+ |+
2 Apurimac norcentro 21+ 10| - |+ -|+|-1+]|+]+
3 Apurimac noreste 3|+ -0+ -+ -1+]+]+
4  Apurimac sur 4 | - |+ |+ 0|+ -]+ -|+]|+
5  Vilcanota norte 504+ -] -1+10]|+-1]-1+]+
6  Vilcanota sur 6| - |+ |+ |- +]O0|+]|-1]+]+
7  Urubamba 710+ | - S+ -+l + ]+ S+
8 Yavero 8| - |+ |+ | -|-]-1+]0]+]+
9 Cajamarca Norte Q9 |+ |+ |+ |+ |+ |+ | +]|+]|0] -
10 Cajamarca Sur 0|+ |+ |+ |+ |+ ]+ +]+]-10

Los resultados indican que aquellos grupos donde no se encuentran diferencias
significativas probablemente presente un flujo de genes entre ellos debido a la cercania
entre los distritos que conforman la cuenca y a la presencia de posibles intercambio

realizados entre dichos grupos.

En conclusion de los dos AMOVAs, se puede observar que la mayor fuente de variacion
genética se encuentra dentro de las accesiones (que puede ser 80,96 o 94,16 por ciento,
dependiendo de la estructura genética de la poblacion), un porcentaje de la variacion
genética menor se debe a los departamentos (18 por ciento aproximadamente), asi mismo
también se encontraria una variacion mas pequefia (5 por ciento aproximadamente) entre
las cuencas hidrograficas y por ultimo se encontré una variacion aun mas pequefia (2 por

ciento aproximadamente) dentro de los individuos de cada cuenca hidrografica.

Estos resultados nos muestran que el aislamiento geografico ha sido lo suficientemente
intenso para generar considerables diferencias genéticas cualitativas, las cuales se ven
favorecidas por las barreras geograficas, impidiendo asi el flujo de genes (departamentos),
sin embargo a medida que dicha distancias se reduce disminuye el porcentaje de variacion
genética (cuencas hidrograficas y distritos), debido a el intercambio se semillas realizado
entre y dentro de las cuencas hidrograficas. Los valores FST, también nos permiten estimar
de manera cuantitativa las diferencias existentes entre las poblaciones, lo cuales nos

permiten dar un estimado de la deriva y flujo genético. De las correlaciones establecidas en
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cada AMOVA, podemos notar que existe una gran correlacion (0,19) en las comparaciones
realizadas con los departamentos, lo cual significa que existe una gran diferencia en las
frecuencias alélicas comparando los departamentos, ademas también existen diferencias

moderadas considerando entre y dentro de las cuencas hidrogréficas.

4.3 Congruencia entre los resultados morfolédgicos con los moleculares

Para evaluar la presencia de algin grado de relacion entre la caracterizacion morfologica y
la caracterizacidbn molecular, se realizd un test de asociacion de matrices entre los
respectivos agrupamientos UPGMA de los datos morfologicos y los datos moleculares
AFLP, transformando a matrices comparables ambos agrupamientos mediante un indice de
correlacion cofenético. Para el andlisis solo se evaluaron 192 accesiones que presentaban

tanto datos morfologicos como moleculares. Los resultados se muestran en la Tabla 32:

Tabla 32: Tabla de asociacién de caracterizacion morfolégica-molecular SM

Test de asociacion AFLP-Morfolégico

Descriptores Morfologico Correlacion de matrices r

Completo (45) -0,33440
Completo (30) -0,32898
Completo (19) -0,32093

Los valores obtenidos muestran una asociacion baja entre los marcadores moleculares y los
descriptores morfologicos de planta, por consiguiente no serd necesario realizar un analisis
de agrupamiento. El signo es negativo debido a que se comparan dos métodos de

agrupamiento diferentes.

Con la finalidad de conocer cuales de los descriptores propuestos se asemejan mas los
marcadores moleculares, para esto se dividio los caracteres en dos grupos, los de flor (11) y
los de tubérculo (8). El valor de correlacion de matrices entre los descriptores de flor y los
de marcadores moleculares fue r = -0,46569; mientras que el valor entre los descriptores de
tubérculo y los marcadores moleculares fue r = -0,30178. Por consiguiente se concluye que
existe una mayor correlacion entre los caracteres de flor y los marcadores moleculares, sin
embargo este grado de asociacion sigue siendo bajo. Ademads, también se observo
visualmente los agrupamientos morfolégicos con los moleculares y se pudo notar que
algunas accesiones se mantuvieron dentro de un mismo agrupo tanto morfolégicamente

como molecularmente (6 por ciento de los morfotipos de tubérculo).
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V. DISCUSIONES

e DESCRIPTORES

Los métodos multivariados empleados en el analisis de diversidad se dividen en dos
grupos: ordenacion y clasificacion. Los métodos de ordenacion nos permiten arreglar y
representar graficamente el material en estudio en un niamero reducido de dimensiones, el
mas conocido es el andlisis de componentes principales (Franco e Hidalgo 2003). El
analisis de componente principales (ACP) es un método estadistico multivariante de
simplificacion o reduccion de la dimension de una tabla de variables con datos
cuantitativos, para obtener otra de menor nimero de variables por combinacion lineal de
las originales denominados como factores. Analogamente a este analisis existe el analisis
de correspondencia multiple (ACM) que es una técnica multivariante de interdependencia
usada para reducir la dimension en el caso de variables cualitativas. Como la mayoria de
descriptores empleados son del tipo cualitativos, la seleccion de los descriptores s baso en

la sustitucién de PCA por ACM. (Silvia et al., 2013).

Los autores como Gaspar (1998), Durand (2006) y Quispe (2012) determinan los
descriptores mediante el andlisis de componentes principales (ACP) para caracterizar
accesiones de mashua, a pesar de que los caracteres evaluados en dichos andlisis son del
tipo cualitativos; sin embargo en nuestro trabajo empleamos el analisis de correspondencia
multiple (ACM) para la determinacion de los descriptores discriminantes en la

caracterizacion de mashua.

Los descriptores seleccionados por Gaspar (1998) mediante el ACP fueron descriptores de
cuantitativos y cualitativos y dio mayor importancia al follaje y a los tubérculos. Durand
(2006) resume que los descriptores que tuvieron mayor contribucion a la variacion total
para discriminar morfotipos fueron también los de follaje y tubérculo, pero solo los
descriptores cualitativos. Sin embargo Quispe (2012) los siguientes: tipo de planta, color
de tallo, longitud de las hojas, ancho de las hojas, longitud del peciolo, forma del

tubérculo, profundidad de los ojos, color secundario de la piel, distribucion del color
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secundario de la piel, formas de coloracion secundario, color predominante de la pulpa.
Mientras que el ACP realizado por Durand (2006) resume que loscaracteres que tuvieron
mayor contribucién a la variacion total para discriminar morfotipos fueron: color del
envés, color del follaje, distribucion del color secundario de la piel, color predominante de
la piel, color secundario de la pulpa, forma de los tubérculos, color de los tallos,
distribucion del color secundario de la pulpa y nimero predominante de 16bulos. Quispe
(2012) reporto mediante el ACP que los descriptores de mayor contribucion a la variacion
fueron los caracteres de la flor y tubérculo y por ultimo en el catdlogo del CIP (Centro
Internacional de la Papa) los 18 caracteres propuestos fueron de follaje, tallo, flor y
tubérculos. En la presente investigacion los caracteres mas discriminantes fueron que mas
contribuyeron a la variacién y la diferenciacion de morfotipos fueron caracteres de flor y
tubérculo. En conclusiéon como vemos en todos los trabajos incluido el presente los
caracteres de tubérculo son los que son mas empleados en la determinacion de morfotipos,

seguido de los de flor y por ultimo los de tallo.

e MORFOLOGICO

La presente investigacion reporta la amplia variabilidad presente dentro de os
departamentos de Cusco y Cajamarca, en donde encontramos 257 morfotipos a partir de
271 accesiones mediante el empleo de 19 descriptores, sin embargo se establecid los
morfotipos a una distancia de 0,5 en donde encontramos un total de 205 morfotipos.
Ademaés mediante el empleo de los 8 descriptores de tubérculo seleccionados encontramos

144 morfotipos de los cuales 128 corresponden a Cusco y 16 a Cajamarca.

Esta amplia variabilidad morfologica del cultivo de mashua es reportada de igual manera
por diferentes investigadores quienes colectaron, evaluaron y caracterizaron mashuas
provenientes de diferentes paises como Peru, Ecuador y Bolivia. Por ejemplo, en Ecuador
Pozo (2000) identifico 27 morfotipos a partir de 34 accesiones de 3 comunidades, afios
mas tarde Montero (1997) identifico seis grupos principales y 15 sub grupos en 78 entradas
de mashua del banco de germoplasma de INIAP utilizando 44 descriptores morfoldgicos y
agronomicos, no hallando duplicados. En Bolivia Cadima et al. (2003) a partir de 49
accesiones de la coleccion de Banco Nacional de tubérculos andinos de la zona de Bolivia
encontr6 10 grupos; mientras que Gaspar (1998) encontr6 13 grupos morfoldgicos
empleando 11 descriptores de la parte aérea y 9 grupos empleando 7 descriptores de

tubérculo. Finalmente en Peri se realizaron la mayoria de las caracterizaciones como
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Olivera (1968), que estudid la variabilidad morfolégica de 24 clones de afiu, proveniente
de los departamento de Cusco y Puno, siendo estos agrupados en 20 morfotipos; Vivanco y
Arvizu (1997) que caracterizaron morfologicamente 64 entradas de mashua procedentes de
los departamentos de Puno, Cusco, Ayacucho, Junin, Pasco, Ancash, Cajamarca y Piura en
Huancayo durante 5 campanas, logrando identificar 51 morfotipos mediante 29 caracteres
morfologicos; Ortega (2000) que identifico 42 morfotipos de Tropaeolum spp. del
departamento del Cusco distribuidos en 5 grupos a partir de 64 morfotipos colectados
mediante el empleo de 65 caracteres morfologicos, Durand (2006) que identifico 102
morfotipos, distribuidos en 6 comunidades campesinas: Picol (9), Matinga (13),
Qqueccayoc (2), Poques (22), Chumpe (17) y Sayllafaya (39); a partir de 308 accesiones
mediante 16 descriptores y el ultimo Quispe (2012) que reporto 89 morfotipos a partir de
89 accesiones provenientes de 9 distritos del Cusco utilizando 38 caracteres y formando 5
grupos; estableciendo asi la ausencia de duplicados. Todos los analisis anteriormente

mencionados nos permiten corroborar la alta diversidad encontrada en este cultivo.

La gran diversidad de mashua encontrada se debe a la presencia de reproduccion sexual y
su forma de propagacion mediante tubérculos (semilla botanica), las cuales facilitaria el
flujo de genes, otro elemento clave que influye en la diversidad genética y estructura de los
tubérculos andinos es el intercambio de los tubérculos entre los agricultores y las
comunidades realizado a través de semillas a pequeia escala (dentro de un microcentro de
la diversidad), o a mayor escala (ferias de biodiversidad y de los mercados) (Terrazas y

Valdivia, 1998).

e MOLECULAR

Se han realizado diversos estudios a nivel molecular mediante el empleo de diferente tipo
de marcadores como RAPDs, ISSR, AFLP y SRAP. El mas usado ha sido RAPDs,
empleado por Ortega (2000), Zambrano (2004), Nieto (2004) y Quispe (2012), pero solo el
primero y ultimo evaluaron la diversidad, sin embargo en el primero se formé 17 nticleos
conformados por los 40 genotipos; mientras que en el segundo no se observd un
agrupamiento particular de un conjunto de 79 accesiones. Los marcadores ISSR fueron
empelados por Malice (2009) donde no se encontré un agrupamiento particular en las 28
accesiones; y por Pissard (2008) donde se encuentra dos agrupamientos; uno que contiene
las accesiones de Cajamarca, Cusco y Puno y un segundo agrupamiento que contienen las

accesiones de los departamentos centrales; sin embargo el primer agrupamiento a su vez se
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subdivide en dos agrupamientos, uno que contiene accesiones de Cajamarca y el otro que
contiene accesiones de Cusco y Puno a partir de 68 accesiones. Los marcadores AFLP
desarrollados por Alagén y Rosas (2008) en donde se encontrd la separacion en dos
grandes grupos, uno de Cusco y otro de Hudnuco. Por ultimo tenemos el marcador SRAP
donde también encontramos la separacion en dos grandes grupos dividiéndolas en
cultivadas y no cultivadas. De trabajos anteriormente mencionados podemos notar que
molecularmente las accesiones de mashua tienden a separarse en base a su departamento
de procedencia, pero no dentro de las provincias de un mismo departamento, asi mismo
también encontramos dentro de cada uno de los trabajos mencionados una amplia
variabilidad genética presente. Finalmente en nuestra investigacion al igual que Alagon y
Rosas (2008) encontramos la separacion de las accesiones segin el departamento de

procedencia
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VI. CONCLUSIONES

1. Descriptores

Se han identificado 19 descriptores de mashua mas discriminatorios, basandose en
las evaluaciones realizadas en campo y en el analisis estadistico de correspondencia
multiple, los que deben ser utilizados para analisis de variabilidad morfologica de

mashua.

2. Variabilidad
a. La caracterizacion morfoldégico mostro alta variabilidad y se encontré 257
morfotipos empleando los 19 descriptores propuestos; y mediante 8 descriptores
de tubérculos seleccionados se encontré 144 morfotipos, de los cuales 127

corresponden al departamento de Cusco y 16 al departamento de Cajamarca.

b. El analisis molecular realizado mediante marcadores AFLP, mostro un alto
grado de polimorfismo entre las accesiones analizadas, AMOVA mostro 80,41
por ciento de variacion es explicado entre las accesiones. El andlisis de
agrupamiento separo las accesiones en dos grupos segun el departamento de

procedencia y el Fst fue 0,1980

3. Congruencia

La correlacion entre los descriptores morfologicos con los marcadores moleculares
realizada es baja (r= -0,32093); es por ello que para una adecuada evaluacion de la

diversidad siempre sera necesaria ambas caracterizaciones.
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VIl. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten un acercamiento a la
caracterizacion morfologica y molecular de las accesiones de mashua, sin embargo

se recomienda profundizar los estudios tanto a nivel molecular como morfologico

En la caracterizacion morfologica se recomienda realizar dos o tres evaluacion en
campo de las accesiones, para verificar que las caracteristicas descritas en este
trabajo se mantenga de generacion a generacion y posean poca influencia
ambiental, permitiéndonos de esa manera determinar de manera mas precisa los

descriptores que se deben de emplear.

Se recomienda realizar evaluaciones sobre el conteo de cromosomas de mashua,

con la finalidad de conocer la ploidia de este cultivo.

En la caracterizaciéon molecular se recomienda el uso de marcadores codominantes
como los microsatélites, que podrian revelar nuevas visiones sobre las relaciones

filogenéticas de las accesiones.

Emplear la informaciéon generada para proponer una primera aproximacion de la
clasificacion intra especifica de mashua del Cusco, como primer paso para tentar la

clasificacion a nivel nacional y de toda la region andina.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1: DATOS PASAPORTE

CUSCO
Accesion Entrada Nombre Comin Localidad Comunidad Distrito Provincia | Altitud Latitud Latitud
Q2 UNAQA-199 | Alqo aiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q3 UNAQA-025 | Atoq Afu Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q4 UNAQA-011 Azul Nawi Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q5 UNAQA-207 | Azul Nawi Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q6 UNAQA-219 | Azul hawi afiu Qaqga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q7 UNAQA-249 | Azul hawi afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q8 UNAQA-191 Chachapia afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q9 UNAQA-234 | Chaq'a afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q10 UNAQA-167 | Charka waylla Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20"
Q11 UNAQA-181 Charka waylla Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q12 UNAQA-211 Ch'eqche afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q13 UNAQA-247 | Ch'eqche afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q15 UNAQA-121 Chhukuta Afiu Chinchaq Tauga Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" -71°00.23"
Q16 UNAQA-051 Ch'irquina Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q17 UNAQA-054 | Ch'irquiiia Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
QI8 | UNAQA-057 | Chupi Afiu W;Zr':;ya"" Qeqayoc Taray Calca 3919 | -13.46847 | -71.8596
Q19 UNAQA-154 | Cuerpo de Cristo Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q20A UNAQA-161 Cuerpo de Cristo Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q20B UNAQA-161 Cuerpo de Cristo Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q21 | UNAQA-140 | Doctorcha Afiu pmz‘g;‘a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q22 UNAQA-262 | Frutilla afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q23 UNAQA-003 | Gringo Aiiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q24 UNAQA-070 | Hatun Puka Afiu Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q26 UNAQA-081 Istaquillus Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q27 UNAQA-254 | Jak'u afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' 71°31.362'
Q28 UNAQA-077 | J'aku Bolsa Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q9 | UNAQA-123 L%‘;“ Ch'eqehe Chinchaq Tauqa Chinchero | Urubamba | 3866 | -13°24.547" | -71°00.23"
Q30 UNAQA-120 | Jatun Q¢llo Afiu Chinchaq Tauqa Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" -71°00.23"
Q31 UNAQA-141 Jaya Puka Aiu p\}?;zillila C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q32 UNAQA-186 | kiswar afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q33 UNAQA-176 | Kiswar poncho Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q35 UNAQA-103 | Langape Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q36 UNAQA-073 | Lago Wayqa Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q37 UNAQA-152 | Lisas Afiu Sapaccto Poques Lamay Calca 4203 | -13°17.346" | -71°51.024"
Q38 | UNAQA-056 |Llahuay Yaquy W;zrli;ya"c Qegayoc Taray Calca 3919 | -13.46847 | -71.8596
Q39 UNAQA-214 | Llawar afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112" | -72°04.602'
Q40 UNAQA-111 Llawar waqaq Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q41 UNAQA-179 | Llawar waqaq Pucusa Qollana Lares Calca 3250 | -13°01.005' -72°01.20"
Q42 UNAQA-187 | Llawar waqaq Pucusa Qollana Lares Calca 3250 | -13°01.005' -72°01.20"
Q43 UNAQA-217 | Llawar waqaq Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q44 UNAQA-092 | Lluthu Runtu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q44 UNAQA-092 | Lluthu Runtu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q45 UNAQA-084 | Llwar Wagac Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q46 UNAQA-110 | Longani Afiu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 -13°24.786" | -71°59.775"
Q47 UNAQA-189 | Lontus afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q48 UNAQA-238 | Mantecoso afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q49 UNAQA-021 Marcos Afiu Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q50 UNAQA-255 | Marcos Afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q51 UNAQA-106 | Merenda Afu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q52 UNAQA-258 | Mestisa aflu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 | -14°52.506' | -71°31.362'
Q53 UNAQA-033 | Michi Aca Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
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Wayllayoc

Q54 UNAQA-060 | Muro Aflo Pampa Qeqayoc Taray Calca 3919 -13.46847 -71.8596
Q55 UNAQA-136 | Muro Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 14°22.894" | -71°27.145"
Q56 UNAQA-174 | Muro Afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 13°01.005' -72°01.20'
Q57 UNAQA-200 | Muro Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 13°19.610' -71°44.552'
Q58 UNAQA-244 | Muro Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q58 UNAQA-244 | Muro Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q59 | UNAQA-212 ﬁ‘l‘f" cheqche Lloquepata | Q'ellomarca Chamaca | Chumbivilcas | 3692 | -14°27.112' | -72°04.602'
Q60 UNAQA-142 | Muro Puka Afiu p\l)l\::g}?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q61 UNAQA-216 | Muro Puka Afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q61 UNAQA-216 | Muro Puka Afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q62 UNAQA-148 | Muro Waskar p\l)l\::g}?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q63 UNAQA-083 | Muru Ppitiquina Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q64 UNAQA-072 | Naranja Afiu Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q65 UNAQA-125 | Nina Q'ello Chinchaq Tauga Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" -71°00.23"
Q66 UNAQA-268 | Nut'u sagsa K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 -7 630" -72°32.403"
Q67 UNAQA-016 | Nuttu Q'ello Afiu Jatun Pata Ogqoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q68 UNAQA-222 | Nuttu Q'ello Afiu Qaga punku Ttoqgorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q68 UNAQA-222 | Nuttu Q'ello Afiu Qaqga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q69 UNAQA-267 | Oge sagsa K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 -7 630" -72°32.403"
Q69 UNAQA-267 | Oge sagsa K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 _7 630" -72°32.403"
Q69 UNAQA-267 | Oge sagsa K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 -7 630" -72°32.403"
Q70 UNAQA-143 | Oge Waskar p\l?;?]lill?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q72 UNAQA-007 | Papa Afiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q72 UNAQA-007 | Papa Afiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q74 UNAQA-064 | Papa Afiu K'urpa Cancha | Pampa Llaqta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
Q75 UNAQA-107 | Pagawa Afiu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q76 UNAQA-036 | Paro Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q77 UNAQA-049 | Paro Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q78 UNAQA-135 | Peluga Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q79 UNAQA-237 | P'engayro Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q81 UNAQA-097 | Phaspa Afiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q83 UNAQA-158 | P'itikifia Afiu Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q84 UNAQA-233 P'itikifia Afu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q85 UNAQA-017 | Plano Afiu Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q86 UNAQA-112 | Plano Afiu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q87 UNAQA-257 | Poqaya afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q88 UNAQA-074 | Posi Afu Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q89 UNAQA-090 | Posi Ppitiquifia Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q91 UNAQA-028 | Puka Afu Sinijanayoc Wagoto San Geronimo Cusco 4068 -13.51176 -71.84959
Q92 UNAQA-062 | Puka Afu K'urpa Cancha | Pampa Llaqta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
Q93 UNAQA-069 | Puka Afiu Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q96 UNAQA-146 | Puka Afiu p\}?;i;lll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | -71°26.851"
Q98 UNAQA-203 | Puka afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q99A UNAQA-227 | Puka afiu Qaqa punku Ttoqorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q99B UNAQA-227 | Puka afiu Qaqa punku Ttoqorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q100 UNAQA-229 | Puka afiu Qaqga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Ql101 UNAQA-264 | Puka afiu K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 _7 630" -72°32.403"
Q102 | UNAQA-177 vpv‘;];?l:harka Pucusa Qollana Lares Calca 3250 | -13°01.005' | -72°01.20'
Q103 UNAQA-266 | Puka ch'eqche K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 -7 630" -72°32.403"
Q104 UNAQA-066 | Puka Frutilla K'urpa Cancha | Pampa Llagta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
Q105 UNAQA-052 | Puka Jasuttica Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q106 UNAQA-039 | Puka Jasuttico Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q107 UNAQA-020 | Puka Moru Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q108 UNAQA-221 Puka muro afiu Qaqa punku Ttoqorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q110 UNAQA-198 | Puka Nawi Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q112 UNAQA-109 | Puka Poncho Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
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Q113 UNAQA-037 | Puka Ppasia Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q115 UNAQA-265 | Puka sagsa K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 '-7 630" -72°32.403"
Q116 UNAQA-085 | Puka Wagan Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Qll16 UNAQA-085 | Puka Waqgan Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q117 UNAQA-144 | Puka Waskar p\l?;e:]lcl:ll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
Q119 UNAQA-019 | Q'ello Afiu Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111
Q120 UNAQA-029 | Q'ello Afiu Sinijanayoc Wagoto San Geronimo Cusco 4068 -13.51176 -71.84959
QI21 UNAQA-032 | Q'ello Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q122 UNAQA-068 | Q'ello Afiu Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q124 UNAQA-093 Q'ello Afiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
QI25 UNAQA-115 Q'ello Afiu Chinchaq Tauqa Chinchero Urubamba 3866 -13°24.547" -71°00.23"
Q126 UNAQA-128 | Q'ello Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q126 UNAQA-128 | Q'ello Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q127 UNAQA-157 | Q'ello Afiu Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q127 UNAQA-157 | Q'ello Afiu Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q128 UNAQA-168 | Q'ello afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q129 UNAQA-182 | Q'ello Afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q130 UNAQA-184 | Q'ello afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q131 UNAQA-201 Q'ello Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q132 UNAQA-205 | Q'ello afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q133 UNAQA-220 | Q'ello afiu Qaqga punku Ttoqgorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q135 UNAQA-236 | Q'ello Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q136 UNAQA-241 Q'ello afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q137 UNAQA-243 | Q'ello Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q138 UNAQA-245 | Q'ello afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q139 UNAQA-250 | Q'ello afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' 71°31.362'
Q141 UNAQA-044 | Q'ello Charpa Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q142 UNAQA-248 | Q'ello ch'aska Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q143 UNAQA-138 | Q'ello Lomph'u p\}?;?]l(lzll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 | -14°21.088" | 71°26.851"
Q144 UNAQA-067 | Q'ello Nawi K'urpa Cancha | Pampa Llaqta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
Q146 UNAQA-215 | Q'ello fiut'u afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' 72°04.602'
Q148 UNAQA-027 | Q'ello Papa Afiu Sinijanayoc Wagqoto San Geronimo Cusco 4068 -13.51176 -71.84959
Q149 UNAQA-078 | Q'ello Phutilla Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
Q151 UNAQA-213 | Q'ello sagma Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112" | -72°04.602'
Q152 | UNAQA-153 %ngawaka Sapaccto Poques Lamay Calca 4203 | -13°17.346" | -71°51.024"
Q154 UNAQA-137 | Q'ello Waskar p\t?;zillila C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
Q155 UNAQA-127 | Q'ello Waskja Paqopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 | -14°22.894" | -71°27.145"
Q156 UNAQA-263 | Q'ello yana muro K'uchuyoc Huamanmarca | Huarocondo Anta 3351 13°41 '_7 630" -72°32.403"
Q157 UNAQA-133 | Q'ello Yana Nawi Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q158 UNAQA-170 | Q'ello Yana Nawi Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q159 UNAQA-041 Q'ello Zanohoria Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q160 UNAQA-190 | Q'ello zapallo Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q161 UNAQA-194 | Q'ello zapallo sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q162 UNAQA-129 | Q'ete Afu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q163 UNAQA-102 | Qolle Afiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Ql64 UNAQA-063 | Qomer Afiu K'urpa Cancha | Pampa Llagta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
Q165 UNAQA-226 | Rosado aiiu Qaga punku Ttoqorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q166 UNAQA-126 | Sara Q'ello Chinchaq Tauqa Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" -71°00.23"
Q167 UNAQA-242 | Sara Q'ello Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q167 UNAQA-242 | Sara Q'ello Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q168 UNAQA-096 | Seforita Afiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q169 UNAQA-038 | Surci Viriti Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q170 | UNAQA-055 | Suyo Poncho Wlﬁayrl;?;"c Qeqayoc Taray Calca 3919 | -13.46847 | -71.859%
Q171 UNAQA-113 | Taruka Chupan Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | 71°59.775"
Q172 UNAQA-010 | Tauga Marka Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q173 UNAQA-034 | Ttara Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q174 UNAQA-035 | Ttika Muro Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q175 UNAQA-030 | Unu Afiu Sinijanayoc Wagqgoto San Geronimo Cusco 4068 -13.51176 -71.84959
Q176 UNAQA-099 | Waca Hasta Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q177 UNAQA-006 | Waka Afiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181
Q178 UNAQA-210 | Waka aiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q179 UNAQA-061 | Waka Hasta K'urpa Cancha | Pampa Llaqgta Pisac Calca 3906 -13.35787 -71.79541
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Q180 UNAQA-086 | Waka Hasta Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271

Q181 | UNAQA-059 | Waka Waiiochiq W;ay:rlliya"c Qeqayoc Taray Calca 3919 | -13.46847 | -71.8596

Q182 UNAQA-014 | Waka Waqgra Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111

Q184 UNAQA-151 Waka Waqra Sapaccto Poques Lamay Calca 4203 -13°17.346" | -71°51.024"
Q185 UNAQA-155 | Waka Waqra Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 | -13°20.241" | -71°52.184"
Q186 UNAQA-163 | Waka Waqra Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 | -13°20.241" | -71°52.184"
Q187 UNAQA-185 Waka waqra Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q188A | UNAQA-256 | Waka wagra Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q189 UNAQA-047 | Wallata Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q190 UNAQA-195 | Wallata sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q191 UNAQA-192 | Wallatena sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q192 UNAQA-259 | Wallatina afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q194 UNAQA-117 | Waqoto Afiu Chinchaq Tauga Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" | -71°00.23"
Q195 UNAQA-260 | Wascaran Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 -14°52.506' | -71°31.362'
Q196 UNAQA-040 | Waskqa Afu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q197 UNAQA-202 | Wayk'u afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q198 UNAQA-218 | Wayk'u afiu Qaqga punku Ttoqgorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q199A | UNAQA-050 | Yana Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
0201 UNAQA-094 | Yana Afiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271

0202 UNAQA-108 | Yana afiu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q203 UNAQA-147 | Yana Afiu p\}?;?]l(lzll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
0204 UNAQA-175 | Yana afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q205 UNAQA-183 Yana afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q206 UNAQA-208 | Yana afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q207 UNAQA-071 | Yana Frutilla Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
0208 UNAQA-053 | Yana Jasuttica Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q209 UNAQA-015 | Yana Marcos Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111

Q211 UNAQA-139 | Yana Muro Afiu p\}?;?]l(lzll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
Q212 UNAQA-005 | Yana Nawi Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181

0213 UNAQA-087 | Yana Nawi Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271

0214 UNAQA-104 | Yana Nawi Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 | -13°24.786" | -71°59.775"
Q216 UNAQA-009 | Yana Nawi Afiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181

Q217 UNAQA-048 | Yana Nawi Afiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q218 UNAQA-132 | Yana Nawi Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 | -14°22.894" | -71°27.145"
Q219 UNAQA-149 | Yana Nawi Afiu p\t?;zillila C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
0220 UNAQA-156 | Yana Nawi Afiu Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 -13°20.241" | -71°52.184"
Q221 UNAQA-197 | Yana Nawi Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
0222 UNAQA-206 | Yana Nawi Afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 -14°27.112' | -72°04.602'
Q223 UNAQA-251 | Yana flawi afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 | -14°52.506' | -71°31.362'
Q224 UNAQA-261 | Yana Nawi Afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 | -14°52.506' | -71°31.362'
Q225 UNAQA-046 | Yana Nawi Ttara Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q226 UNAQA-082 | Yana Panti Molinoyoq Ccamahuara San Salvador Calca 3854 -13.44807 -71.77528
0227 UNAQA-095 | Yana Qolle Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271

0229 UNAQA-013 | Yana uman Jatun Pata Ogoruro San Salvador Calca 4095 -13.44133 -71.78111

Q230 | UNAQA-160 @aﬁyaka Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 | -13°20.241" | -71°52.184"
Q231 UNAQA-031 | Yana Wallata Sinijanayoc Wagqoto San Geronimo Cusco 4068 -13.51176 -71.84959
Q232 UNAQA-145 Yana Waskar p\}’l‘;?]lclzll?a C'hirupampa Qewe Canas 3960 -14°21.088" | -71°26.851"
Q234 UNAQA-008 | Yuraq Afiu Jatum Pampa Siusa San Salvador Calca 3860 -13.45309 -71.78181

Q235 UNAQA-116 | Yuraq Afiu Chinchaq Tauqa Chinchero Urubamba 3866 | -13°24.547" | -71°00.23"
Q236 UNAQA-130 | Yuraq Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 | -14°22.894" | -71°27.145"
Q237 UNAQA-159 | Yuraq Afiu Ponco Pata Huama Lamay Calca 3713 | -13°20.241" | -71°52.184"
0238 UNAQA-180 | Yuraq afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q239 UNAQA-196 | Yuraq Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q240 UNAQA-209 | Yuraq afiu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 | -14°27.112' | -72°04.602'
Q241 UNAQA-225 | Yuraq afiu Qaga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q242 UNAQA-228 | Yuraq afiu Qaga punku Ttoqorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q243A | UNAQA-231 | Yuraq ailu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169

Q244 | UNAQA-165 ;frﬁwayua Pucusa Qollana Lares Calca 3250 | -13°01.005' | -72°01.20'
0245 UNAQA-173 | Yuraq jasut'i Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q246 UNAQA-230 | Yuraq p'itikifia Qaga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q247 UNAQA-043 | Yuraq Ppasiia Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q249 UNAQA-045 | Yuraq Suyttu Afiu | Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
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Q250 UNAQA-114 | Yuraq Yana Nawi Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 -13°24.786" | -71°59.775"
Q251 UNAQA-172 | Yuraq Yana Nawi Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q252 UNAQA-232 | Zapallito Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q253 UNAQA-042 | Zapallo Aiu Janccao Pata Pampacorral Lares Calca 4088 -13.1706 -71.97598
Q254 UNAQA-089 | Zapallo Anu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q254 UNAQA-089 | Zapallo Aiu Viscachayoq Amaru Pisac Calca 3912 -13.37593 -71.8271
Q255A | UNAQA-105 Zapallo Aiu Qongor Umasbamba Chinchero Urubamba 3870 -13°24.786" | -71°59.775"
Q256A | UNAQA-134 | Zapallo Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q256B | UNAQA-134 | Zapallo Afiu Pagopata Pampach'iri Pitumarca Canchis 3845 -14°22.894" | -71°27.145"
Q257 UNAQA-150 | Zapallo Afiu Sapaccto Poques Lamay Calca 4203 -13°17.346" | -71°51.024"
Q260 UNAQA-188 | Zapallo Afiu Pucusa Qollana Lares Calca 3250 -13°01.005' -72°01.20'
Q261 UNAQA-193 | Zapallo Afiu sanj'usayoc Toccra Colquepata Paucartambo | 3811 -13°19.610" | -71°44.552'
Q262 UNAQA-204 | Zapallo Afu Lloquepata Q'ellomarca Chamaca Chumbivilcas | 3692 | -14°27.112' | -72°04.602'
0263 UNAQA-223 | Zapallo Afiu Qaqga punku Ttogorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q264 UNAQA-224 | Zapallo Afiu Qaqga punku Ttoqgorani Pomacanchis Acomayo 3855 -13°56.679' | -71°38.153'
Q265 UNAQA-240 | Zapallo Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q266 UNAQA-246 | Zapallo Afiu Quisini Parcco Omacha Paruro 3215 -14.1278 -71.7169
Q267 UNAQA-252 | Zapallo Afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 | -14°52.506' | -71°31.362'
Q268 UNAQA-253 | Zapallo Afiu Machu puente Apachaqo Coporaque Espinar 3924 | -14°52.506' | -71°31.362'
CAJAMARCA
Accesion | Entrada Nombre Comiin Localidad Comunidad Distrito Provincia Altitud Latitud Latitud
C2 UNACA-003 | Amarilla Crespa Totorilla Totorilla Gregorio Pita | San Marcos 3890 -07°15.401" | -78°04.194"
C6 UNACA-030 | Floreada Apan Bajo Apan Bajo Bambamarca Hualgayoc 3231 -06°42.766' | -78°33.991'
C7 UNACA-017 | Gaspiada Blanca Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
C9 UNACA-012 | La Cojuda Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3880 -07°08.207" | -78°11.170"
C10 UNACA-010 | Mashua Zapalla Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3880 -07°08.207" | -78°11.170"
Cl12 UNACA-026 | Mashua Amarillo Suro Chico Suro Chico Sitacocha Cajabamba 3833 -07°35.156" | -77°56.335"
Cl6 UNACA-001 Mashua Negra Totorilla Totorilla Gregorio Pita | San Marcos 3890 -07°15.401" | -78°04.194"
C17 UNACA-023 | Mashua Negra Suro Chico Suro Chico Sitacocha Cajabamba 3833 -07°35.156" | -77°56.335"
C18 UNACA-009 | Mashua Okesita Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3880 -07°08.207" | -78°11.170"
C20 UNACA-024 | Mashua Rayado Suro Chico Suro Chico Sitacocha Cajabamba 3833 -07°35.156" | -77°56.335"
C21 UNACA-015 | Mashua Zapalla Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
C22 UNACA-002 | Mashua Zapallo Totorilla Totorilla Gregorio Pita | San Marcos 3890 -07°15.401" | -78°04.194"
C23 UNACA-013 | Mata Pinchu Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
C25 UNACA-011 Ojo Morado Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3880 -07°08.207" | -78°11.170"
C26 UNACA-014 | Ojo Morado Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
C28 UNACA-021 Ojo Negro Suro Chico Suro Chico Sitacocha Cajabamba 3696 -07°35.563" | -77°56.514"
C31 UNACA-016 | Wicllu Negra Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
C32 UNACA-027 | Zapalla Apan Bajo Apan Bajo Bambamarca | Hualgayoc 3228 -06°42.766' | -78°33.991'
(33 | UNACA-034 | Zapalla Carbén Bajo | Carbon Bajo Sreg"“" Pita | gon Marcos | 3865 | -07°11.017' | -78°12.413
aucamarca
C34 UNACA-020 | Zapalla Amarillo Campo Alegre | Campo Alegre | Namora Cajamarca 3884 -07°07.627" | -78°10.269"
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ANEXO 2: DESCRIPTORES UTILIZADOS

ESTRUCTURA

CARACTERES

Arbizu
1994

Monteros
1997

INIAY
CIP 2005

INIAY
CIP 2007

Durand
2006

Lista
empleada

MORFOLOGIA
GENERAL

Tipo de planta o habito de crecimiento

>

X

X

Capacidad de enroscamiento

Cobertura del suelo

SR =

X

Longitud de la planta

Longitud del entrenudo

Diametro del entrenudo

ol tal ol K

Relacion l/a

Altura de planta

Diametro de copa

=l ksl el el el R B

CARACTERISTICAS
DE TALLO

Color del tallo

Color primario de los tallos

Color secundario de los tallos

ol ko

Numero de tallos primarios

Numero de tallos secundarios

Tendencia de los tallos a la fascinacion

Pigmentacion axilar

Color de la estipula

CARACTERISTICAS
DE HOJA

Color del haz

Color de la nervadura del haz

Color del envés

Color de la nervadura del envés

ol tl Bl el Bl Kl K

sl kel kel el ol Kl Ko

sl kel kel kol ol Kl Ko

Color secundario del envés

ol kel kel Kol ko

ol tl Bl el Bl Kl

Color del peciolo

Numero predominante de 16bulos

X

o1t Bl el el Kl K

ol ke

Color del borde de la lamina

ol El o

ol ksl ko

Forma de hoja

bl Eal ko

Longitud del peciolo

Longitud de la hoja

Ancho de la hoja

Relacion l/d

ol ksl kol kg

ol tal el ks

CARACTERISTICAS
DE FLOR

Habito de floracion

Color primario de la corola

Color secundario de la corola

>

X<

Color de la corola superior externa

Color de la corola inferior externa

ol b

ol ko

ol il el ks

Grado de floracion

Color del espolon y sépalos

Color de la nervadura de la corola
superior externa

Color del espolon

Color del caliz

ol ksl et

Color del pedunculo floral

Pigmentacion de los estilos

Pigmentacion de los estigmas

Pigmentacion de los filamentos
estaminales

Numero de espolones

Numero de estambres por flor

Numero de carpelos

Numero de estigmas por flor

ol Eal ol kol ST Kol Eal Eal Kol o

Numer6 de pétalos orbiculares

Numero de pétalos espatulados

ol ksl kol kol kel Bl IR ol ol ol Kol Kol e

CARACTERISTICAS
DE TUBERCULO

Tamaifio de los tubérculos

Uniformidad

Forma del tubérculo

Profundidad de ojos

P

Formas de coloracion secundaria de la
piel del tubérculos

Il Bl Bl ol o

Distribucion del color secundario de la
piel

X

Tipo de superficie de la piel del

X
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tubérculo

Color predominante de la piel

Color secundario de la piel

Color predominante de la pulpa

Color secundario de la pulpa

Distribucion del color secundario de la
pulpa

ol Bt Kol e

Il Bl Bl il B

Il Bl ol il B

ol B Bl Bl o

Numero de ojos por tubérculo

R R

ol Bl Bl Kl ol K

Longitud por tubérculo

Diametro por tubérculo

ol Bt el Bl Ead Kl ko

Relacion 1/d
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