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EVALUACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE COLECCIONES
DE Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) “YACON” DEL PERU

RESUMEN

Se han realizado pocos estudios sobre la diversidad genética del yacon y en e pasado las
colecciones ddl Perll han sido evaluadas usando diferentes descriptores morfolgicos en
diferentes ambientes, 1o que ha hecho dificil obtener conclusiones confiables acerca de la
diversidad del yacon. El objetivo del presente trabajo fue estimar |a diversidad genética de
las 6 colecciones mas representativas de yacon en e Per( usando marcadores moleculares
AFLPy descriptores morfol 6gicos.

El indice de diversidad genética es bgjo para toda la coleccion de yacdn y presentd niveles
similares de diversidad entre las 6 colecciones, ademas €l andlisis de AMOVA mostro que la
diversidad entre las 3 regiones evaluadas (norte, centro y sur) y entre los departamentos que
la conforman es significativa pero no muy diferente. El andlisis de agrupamiento y Factoria
(ACoP) sugiere una diferenciacion geogréfica.

Las caracteristicas morfol 6gicas evaluadas explican confiablemente la variabilidad total de
la coleccion entera. Los caracteres de flor y hoja son los mas eficientes para discriminar la
variacion total, mientras que, € caracter de “tendencia de formacion de hendiduras en la
raiz’ y el carécter de “pigmentacién de la hoja apical” presentaron los valores informativos
mas bgjos. El indice de diversidad de Shannon-Weaver indica a nivel morfologico y
molecular que los valores més atos de diversidad estan en Ayacucho y Apurimac.

La comparacion de matrices por € test de Mantel muestra una correlacion media (r = -0.52)
entre los datos moleculares y morfoldgicos y € agrupamiento morfolégico — molecular

identifico principa mente 24 grupos asociando preferentemente a regiones geogréficas.



ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF COLLECTIONSOF
Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) “YACON” OF PERU

ABSTRACT

Few studies have been conducted on the diversity of yacon in Peru. The Peruvian yacon
collections studied in the past used different morphological descriptors and environments,
making it difficult to obtain reliable conclusions on their diversity. The aim of this study was
to estimate the diversity of the six most representative yacon collections from Peru using
AFLP markers and morphological descriptors.

The genetic diversity index in al collections was low, and between six collections the
diversity levels were very similar. Additionally the AMOVA analyze showed that genetic
diversity in the three regions (northern, central and southern Peru), and also between
Departments of origin, it was not very significant. The cluster and factorial analyses (PCoA)
suggested a geographical differentiation of diversity.

The assessed morphological descriptors explained the reliably variability of the entire
collections. Flower and leaf characters were the most reliable characters to explain yacon
variability; however, the “tendency of roots to cracks’ and “apical leaf pigmentation”
provided a little information. The Shannon-Weaver index showed that Ayacucho and
Apurimac Departments presented the highest level of diversity in both, morphological and
molecular data.

The matrix comparisons by Mantel test showed a medium level (r = -0.52) of correlation
between molecular and morphological data and the morphol ogical-molecular cluster showed

24 main groups with geographic relation.
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. INTRODUCCION

En € Perl se conservan ex situ 365 entradas o accesiones de yacon (Figura 1)
como colecciones clonales en bancos de germoplasma del Instituto Naciona de
Investigacion Agraria (INIA), Universidad Naciona de Cgamarca (UNC), Universidad
Nacional San Antonio de Abad del Cuzco (UNSAAC), Centro Internacional de la Papa
(CIP), Universidad Nacional San Cristoba de Huamanga (UNSCH) y Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). En general, estas colecciones han sido
caracterizadas bagjo diferentes criterios, utilizando en cada institucion descriptores
propios, bajo ambientes y condiciones distintas. Esto hace dificil comparar |a diversidad
genética mantenida en dichas colecciones, ya que éstas solo representan la diversidad de
zonas especificas. Se desconoce la redundancia de morfotipos entre colecciones y €
nimero de duplicados de accesiones entre bancos.

El presente trabajo se realizd como parte del proyecto “Homologacion de Raices y
Tuberosas Andinas’, en € cual las seis instituciones proporcionaron una copia de su
germoplasma de yacOn para obtener un estimado més representativo de la diversidad
genética conservada ex situ en e Perd. Se utilizaran 17 descriptores morfoldgicos y 6
combinaciones de iniciadores AFLP. Se buscO determinar los genotipos duplicados,
dentro y entre las colecciones de germoplasma, determinar la diversidad genética entre
regiones y departamentos, comparar la composicion genética de la coleccion total de
yacén dentro y entre las regiones geograficas que la conforman, evaluar la eficiencia de
los descriptores morfolégicos de yacon, determinar €l grado de correlacion que existe

entre los datos obtenidos de |la caracterizacion morfol 6gica'y molecular.



I1.REVISION DE LITERATURA

21 El Cultivo de Yacon

El yacon, Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robinson, pertenece ala
familia Astereaceae; también se le conoce como Polymnia sonchifolia Poepp. & Endl. y
Polymnia edulis Wedd. El género Smallanthus comprende 21 especies, de las cuales 7
han sido encontradas en € Pery, siendo el yacon la Unica especie domesticada, cultivaday
comestible.

El yacon es una planta herbécea perenne, mide 1 a 2.5 m de atura; consta de un
tallo principal ramificado desde la base; otras veces, solo con ramas pequefias en la parte
superior. Si la planta proviene de propagulo o semilla vegetativa, consta de varios tallos
(Figura 2). Las raices reservantes son engrosadas, fusiformes u ovadas, de color blanco,
crema o purpura. Laformay tamafio de las raices reservantes puede ser influenciado por
el tipo de suelo, localidad y variedad, entre otros factores (Seminario et al., 2003y Grau
& Rea, 1997).

2.2  Distribucion Geogréficay Migracién a otros Continentes

El yacon crece desde los Andes de Venezuela y Colombia hasta €l noreste de
Argentina, aungue en los Ultimos afios no se tiene ninguna informacién de su cultivo en
los dos primeros paises; En el Per( se cultiva en 18 de los 24 departamentos, |os lugares
de produccién que més destacan son: Cgamarca, Puno, Huanuco, Ancash y Junin
(Seminario et a., 2003). El probable centro de origen y domesticacion se encuentra en
una estrecha franja ubicada en el sur de Perd y € norte de Bolivia (Grau A. y Rea J.
1997).

En la década del 1960 el yacon migrd por primera vez de Ecuador hacia Nueva
Zelanda, donde tuvo una buena adaptacion, y en 1985 paso a Japon, la cua se considera
la migracion méas importante del yacdn. Actualmente se encuentran en muchos paises

como Republica Checa, China, Corea, Estados Unidos, Paraguay, Tawan Yy

2



Brasil (Grau & Rea, 1997).

2.3 NUmero Cromosdmico

Seguin Talledo y Escobar (1996) el yacon es un tetraploide, y Grau y Slains (1996)
sugieren que € yacon es posiblemente un aotetraploide con S. macroscyphus o S
riparius como uno de los padres putativos. Los estudios de Ishiki et al. en 1997 son
consistentes con la teoria de la alopoliploidia del yacon, sugiriendo que € cariotipo del
yacon esta compuesto de dos genomas (Figura 3); ademés proponen un octoploide
6A+2B como estructura dominante en lamayoria de clones de yacon 2n=58, mientras que
para explicar los clones 2n=87 se propone un dodecapl oide 9A+3B.

Los estudios de Salgado (1996) y de Ishiki et al. (1997) son los mas detallados y
comprensibles hasta la fecha, aunque es necesario validar los diferentes conteos
cromosomicos. El yacon como cultivo clona puede exhibir una considerable diversidad
en e nimero cromosdmico. Ademas otro aspecto a ser considerado es la presencia de
cromosomas B, reportado en otras taxas de Smallanthus, 1o cual podria ser un factor muy
importante que afecte los resultados (Ishiki et al., 1997).

24  Importanciadel Cultivo de Yacon

El yacon es una de las raices reservantes comestibles con mayor contenido de
agua (70-93%); los carbohidratos constituyen el 90% del peso seco de las raices recién
cosechadas, de los cuales entre el 50 y 70% son fructooligosacaridos (FOS). El interés 'y
potencia del yacon como cultivo estd basado en | as evidencias cientificas que sustentan a
la raiz del yacon como fibra dietética y a FOS como prebiotico, incidiendo
favorablemente en la salud humana, principamente a nivel gastrointestinal (Seminario et
al. 2003). Se ha reportado que estos compuestos generan efectos benéficos en lasalud y
desempefian importantes funciones en la prevencién de algunas enfermedades (Genta et
al 2009). También se reporta que ayuda con los problemas de obesidad (Valentova et al
2004), y otro de sus usos es en forma de infusiones medicinales de las hojas secas de
yacon atribuyéndose actividad antidiabética (Kakihara et al. 1996) e hipoglicémica
(Volpato et a.1997).
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Figura 1: Distribucion de las accesiones de yacon de los 6 bancos de germoplasma

utilizados en este estudio.



A ] Fuente:Leon 1964 en Grau & Rea, 1997 B ]

+44

Fuente : Elaboracion propia

C. Fuente : Elaboracion propia D . Fuente : Elaboracion propia

Figura 2: A. Caracteristicas morfoldgicas del yacon (Smallanthus sonchifalius). B.
Morfotipo presente en la zona norte del Perd. C. Tipos de la lamina de la hoja. D.

Tiposdeinflorescencia, color y forma delaflor ligulada.




Diploide 2A (x =7) 2B (x = 8)

(2n =14, 16) doblamiento doblamiento
Tetraploide 4A X 4B
S. macroscyphus?
No reduccién de Reduccién de . .
(2n = 26, 32) cromosomas \l/ cromosomas S. riparius
Hexaploide 4A+2B X 4A
y
Tetraploide
No reduccién de Reduccién de
(2n =44, 28) cromosomas cromosomas
Octoploide

(2n = 58) 6A+2B S. sonchifolius

Fuente: Grau 'y Rea, 1997

Figura 3: Hipdtesis sobrela evolucion del yacon segun Ishiki et al. 1997.

25. Variabilidad y Diversidad Genética

Seminario et a. (2004) identificaron 8 morfotipos en la coleccion de la
Universidad Naciona de Cgamarca (UNC) conformada por 108 accesiones. El 95 % de
esta coleccion corresponde a Departamentos del norte del Per(, dos morfotipos tienden a
distribuirse en todo e pais, mientras que los 6 restantes se encuentran solo en la zona
norte.

Sotomayor (2004) reporté 12 morfotipos para la coleccion de INIA,
representados en 3 grupos morfoldgicos: € primer grupo conformado por 2 subgrupos, €
segundo por 3 subgrupos y € tercero por 7 subgrupos. Este trabajo fue la consolidacion
de tres campafias de caracterizacion de 108 accesiones de yacOn colectadas en cinco
Departamentos del norte del Perd. En laregion sur, Meza (1995) identifico 5 morfotipos
en e germoplasma de CICA (Centro de Investigacién en Cultivos Andinos) y del CRIBA
(Centro Regiona de Investigacion en Biodiversidad Andina) procedentes de Cuzco,
Apurimac y Puno. En Ecuador se han identificado 4 morfotipos (Morillo et. a., 2002) y
en Bolivia, segun informacion de Grau y Rea se deduce que existen 4 morfotipos pero no

se descarta la existencia de mas morfotipos en ese pais (Grau & Rea, 1997 y Rea, 1998).
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2.6. MarcadoresMoleculares

Tello (2002) reporté una gran variabilidad en una coleccion de 31 accesiones de
yacén provenientes de Huanuco. Identificando, mediante descriptores morfoldgicos, que
las 31 accesiones eran diferentes, pero a un nivel de similitud de 0.52 formaban 19 grupos
morfolégicos. A nivel molecular, utilizando 12 marcadores RAPD, identifico 26 grupos a
un indice de similitud de 78%. Milella et a. (2005) después de probar € uso de RAPDs
con cinco clones de yacon, sugirieron que la técnica podria ser Util paralaidentificaciony
diferenciacion de variedades. Mansilla et a (2006) utilizaron marcadores RAPD en la
coleccion que mantiene e CIP, reportando mayor diversidad genética en e centro del
Perl en comparacion con €l norte'y sur.

Estos trabajos contribuyen poco a dimensionar la diversidad genética total del
yacon en el Per(, debido al bajo nimero de accesiones utilizadas y a la dificultad de
poder comparar los marcadores RAPD entre investigaciones, lo que complicasu analisis.

La técnica de marcadores moleculares AFLP confiere una mayor eficiencia para
los estudios de diversidad genética, en comparacion con otras técnicas moleculares como
los RAPD, debido a que genera un gran numero de polimorfismos, y su capacidad para
diferenciar individuos en una poblacion hace que la técnica sea Util en estudios de
diversidad genética, y también para €l registro de variedades vegetales. Otras ventajosas
de la técnica AFLP son: i) no se requiere informacion previa de las secuencias del
genomayy ii) € uso de la técnica de PCR, aplicada alos AFLPs, es rapiday reproducible
(Ferreiray Grattapaglia, 1998).

2.7. Métodosparala Caracterizacion y €l Analisisde Diversidad Genética

2.7.1. indicesdesimilitud

Se usa para comparar materiales cuyas caracteristicas son evaluadas en una escala
nominal, o binomial (doble estado: presencia o ausencia). A partir de la matriz bésica de
datos se calculalos coeficientes, y con ello, se construye unamatriz de similitud (Crisci et
al, 1983; Hair et al, 1992). Sus valores varian entre cero y uno, siendo €l valor cero €l de
maxima similitud, y e valor uno, e minimo. Entre los indices méas usados estan: Simple
Matching (Sokal and Sneath, 1963), Jaccard (Jaccard, 1908), Dice (Dice, 1945); Nei & Li
(1979), Gower (Gower, 1971), entre otros.



a. Indicedesimilaridad Jaccard

El Indice de similaridad Jaccard (Jaccard, 1908) considera la similaridad entre dos
unidades operativas taxondémicas (OTU) como € numero de atributos compartidos
dividido por e numero total de atributos presentes en cualquiera de ellos. El indice de

Jaccard se puede expresar de la siguiente manera:
J=C/A+B-C

Donde A es € nimero de atributos presentes en e OTU “a’, B es € numero de
atributos presentes en e OTU “b”, y C es & numero de los atributos presentes en ambos
OTUs. El numero de atributos presentes en cualquiera de los OTUs (N) estd dada por A +
B-C.

b. Indice de Gower

Segun Kauffman (1990), €l coeficiente de similaridad de Gower (1971) puede ser
expresado como una distancia euclidiana. Las distancias pueden ser calculadas a partir de
variables binarias pudiendo ser simétricas (de igual importancia 0 peso) o asimétricas (de
diferente importancia o binarias), nominales, ordinales, numéricas, 0 una combinacion de
éstas. Cuando se tiene datos mixtos, el acercamiento més conveniente es combinar las
diferentes variables, en una sola matriz, procesandolos juntos en un Unico andisis de

agrupamiento, reduciendo todo a variables binarias.

2.7.2. Andlisisde Conglomerados

Se aplica sobre una matriz de distancias. Se utiliza el agrupamiento jerarquico que
Se caracteriza por sucesivas funciones para formar los grupos. El procedimiento parte de
la existencia inicia de un conglomerado para cada entrada o sub poblacion, que, por
aproximaciones sucesivas, se van uniendo a otras en grupos hasta formar un
conglomerado Unico, que incluye atodas. Los resultados se presentan en un fenograma o
dendrograma dependiendo del tipo de datos (Lépez e Hidalgo, 1994).

La rigidez de los métodos jerarquicos es la clave de su éxito (requieren poco
tiempo de célculo) y a la vez, su mayor desventaja (inhabilidad de corregir acciones

erroneas), pero tienen mucha utilidad en la biologia para la clasificacion de plantas y
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animales. Se han desarrollado muchos métodos jerarquicos utilizados particularmente en

el campo de lataxonomia numeérica (Kauffman y Rosseeuw, 1990).

a. Méodo de agrupamiento UPGMA

El método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
desarrollado por Sokal y Sneath (1963); Sneath y Sokal (1973) es un método tipico
fenético y es  més simple usado en taxonomia numérica ya que emplea algoritmo de
agrupamiento secuencial, en e que las relaciones topol dgicas se identifican en orden de
similitud, y & &rbol dicotébmico o fenograma se construye paso a paso. El agrupamiento
de accesiones se realiza de acuerdo con € grado de similitud entre OTUs; los OTUs méas
similares entre s se tratan como un nuevo OTU simple, y asi subsiguientemente hasta
guedar finalmente con sdlo 2 OTUs (Li y Graur, 1991).

b. Método de Neighbor-Joining

Saitou y Ne (1987) desarrollaron un método de agrupamiento mas sofisticado
[lamado neighbor-joining. Este algoritmo produce arboles aditivos y no asume rangos
evolucionarios idénticos a través de todas las ramas, mas recientemente usados para
arboles basados en datos de ADN o0 secuencias de proteinas. EI método de neighbor-
joining esta basado en el criterio de minima evolucién, es decir, la topologia que da la
menor longitud de la rama total es preferida en cada paso del algoritmo. Aungue €
método no podria encontrar la verdadera topologia del arbol con a menos € tota de
ramas porque es un algoritmo voraz que construye e arbol de una manera gradual. En
este sentido, a pesar de ser un método sub-optimo, ha sido ampliamente usado y por lo
general se encuentra un arbol que esta muy cerca del arbol éptimo. La principa virtud de
este método con respecto a otros métodos es su eficiencia computacional y puede ser
utilizado en grandes conjuntos de datos en los que otros analisis son computacional mente
prohibitivos (por e€emplo, la evolucion minima, maxima parsmonia, maxima
verosimilitud). A diferencia del algoritmo UPGMA para la reconstruccion del arbol, €
método neighbor-joining no supone que todos los lingjes evolucionan a mismo ritmo

(hipdtesis del reloj molecular) y produce un arbol sin raices (Atteson, 1997).



2.7.3. Prueba deremuestreo (Boopstrap)

El bootstrapping (o0 bootstrap) es un método de remuestreo propuesto por Bradley
Efron en 1979. Se utiliza para aproximar la distribucion en e muestreo de un dato
estadistico. Se usa frecuentemente para aproximar €l sesgo o la varianza de un estadistico,
asi como para construir intervalos de confianza o realizar contrastes de hipétesis sobre
pardmetros de interés. Felsenstein (1985) desarrolld una aplicacién no parametrica del
“bootstrap” para evaluar e soporte estadistico de las ramas internas en un abol o
dendrograma. Los datos “bootstrap” se generan por seleccion aeatoria con reemplazo de
los caracteres (marcadores) a partir de los datos originales para generar matrices de datos
seudo-replicadas del mismo tamario de la matriz original. Este proceso se repite por un
gran nimero de veces, de 50 a 100, pueden dar resultados Utiles, y se evallan las
proporciones de concordancia de la topologia con € &rbol original (Elfron et al., 1996;
Alfaro et a., 2003). Hillis y Bull (1993) determinaron que las ramas que tienen un
“bootstrap” mayor a 70% tienen una probabilidad de 95 % de ser correctas, una valor
mayor a 50% también es considerado un buen indicador estadistico de soporte de
topologia de unarama (Highton, 1993).

2.7.4. Coeficientede Corrédacién cofenético (r)

Es la medida de distorsion de un fenograma con respecto a su matriz de similitud.
Este coeficiente mide e grado de guste entre la matriz cofenética que representa €
fenograma y la matriz de distancia que lo origing, de acuerdo a método de agrupamiento
utilizado (Rohlf, 1994). De acuerdo con Rholf (2001), los rangos de confianza de la

correlacion cofenética (r) son:

Rango I nter pretacion
09<r Muy buen guste
0.8<r<0.9 Buen gjuste
0.7<r<0.8 Pobre gjuste
r<0.7 Muy pobre gjuste
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2.7.5. MétodosMultivariados
a. Andlisisfactorial de Coordenadas Principales (ACoP)

Se parte de una matriz de distancias y se busca una configuracion Y, en un espacio
euclideo en € que las distancias entre los puntos sean las contenidas en la matriz. Este
tipo de técnicas permiten la representacion euclidea en una dimensién reducida de
espacios abstractos en los que la medida de la smilitud o de la disimiltud no tiene una
interpretacion fisica concreta (Lopez e Hidalgo, 1994).

b. Andlisisde Correspondencias (AC)

El Andlisis de Correspondencias es una técnica de reduccion de dimension 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 €
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 serd determinar la
posicion de una serie de objetos segin una serie de caracteristicas a través de un espacio
vectorial en dos, tres 0 mas dimensiones. En su forma bésica, € Andisis de
Correspondencias examina | as relaciones entre categorias de datos nominales mediante la
medida de asociacion del chi-cuadrado. Este andlisis realiza una reduccion de la
dimension del problema en donde la proximidad, en sentido matemético, entre los

individuos indicara el nivel de asociacion (Greenacre, 2008).
c. TestdeMantd

El test de Mantel (Mantel, 1967) evalUa las correlaciones entre matrices de
distancia, de similaridad o de correlaciones por la correlacién de Pearson (r) y € rango de
r vade -1 a 1, donde la maxima correlacion esta dada por la mayor proximidad al valor
absoluto de 1.

n-1 n
Z= > %Y

i=1 j=i+l
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La prueba de Mantel (Mantel 1967; Mantel y Valand 1970) es una prueba
estadistica extremadamente versétil que tiene muchos usos, incluyendo e andlisis
espacia. La prueba de Mantel examina la relacion entre dos matrices cuadradas (a
menudo matrices de distancia) X y Y. Los valores dentro de cada matriz (Xij 0 ij)
representan una relacion entre los puntos i y j. La relacion representada por una matriz
puede ser una distancia geogréfica, una distancia de datos, un angulo, una matriz binaria,
0 casl cualquier otro dato imaginable. A menudo, una matriz es una matriz binaria que
representa una hipotesis de las relaciones entre los puntos o algun otro tipo de relacion
(por ggemplo, Xij puede ser igual al s los puntosi y j son del mismo pais, y 0 si no lo

son). Por definicion, las diagonales de ambas matrices estan siempre |lenos de ceros.

2.7.6. Indicesde Diversidad genética

a. Diversidad genéticade Ne (D)

El indice de diversidad genética desarrollado por Nei (1973), es la probabilidad de
gue, en un locus Unico, cualquier par de alelos, escogidos a azar de la poblacion, sean
diferentes entre si. La Diversidad genética promedio de todos los loci es una estimacion
del grado de variabilidad genética en la poblacién, se calcula al restar de 1 las frecuencias
esperadas de homocigotos en un locus. La operacion se repite para todos los loci y luego
se saca € promedio. Puede aplicarse para todos |os marcadores, ya sean codominantes o
dominantes y su valor para € caso de marcadores dominantes varia de 0 a 0.5. A mayor

valor del indice, mayor diversidad.

b. Indicedediversidad de Shannon-Weaver

El indice de Shannon-Weaver (Shannon, 1949; Weaver, 1963) se basa en lateoria
de lainformacion y por tanto en la probabilidad de encontrar un determinado individuo en
un ecosistema. El valor méximo suele estar cerca de 5, pero hay ecosistemas
excepcionalmente ricos que pueden superarlo. A mayor valor del indice, mayor

biodiversidad del ecosistema. Se calcula de la siguiente forma:
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=3 pielog,(pi) -
i=1

z|®

Donde:
n; = numero de individuos en el sistema de |a especie determinada i
N = nimero total deindividuos

S = ndmero total de especies

2.7.7. AndlissdeVarianza molecular —-AMOVA

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) se utiliza a menudo con datos de
marcadores moleculares dominantes. Funciona con las distancias entre individuos y se
calcula la variacion entre y dentro de los grupos predefinidos y permite poner a prueba
diferentes estructuras genéticas particulares. Originamente, € cuadrado de las distancias
euclidianas era preferido, pero se obtuvieron resultados muy similares como por gemplo,
el coeficiente de similitud de Jaccard. Los componentes de la varianza pueden ser
calculados para cada nivel jerarquico. EI AMOVA ha demostrado ser muy Util para la
particion de la variacion en especies silvestres y de los grupos de variedades procedentes
de diferentes regiones (Excoffier et al., 1992).
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I1l. MATERIALESY METODOS

3.1. Material Vegetal

Un total de 359 accesiones fueron analizadas (Cuadro 1) con 6 combinaciones de
iniciadores AFLP. Para la caracterizaciéon morfolégica de la campafia del 2008 se
evaluaron 223 accesiones, debido a que algunas accesiones no sobrevivieron alas nuevas
condiciones de campo y solo se evaluaron los 7 morfotipos identificados de la coleccion
de la Universidad Naciona de Cgamarca. Para la campafna del 2009 se evaluaron 214
accesiones, debido a que algunas accesiones no sobrevivieron ala campana anterior. Para
los andlisis conjuntos de los datos morfolégicos y moleculares se utilizaron 211

accesiones que presentaban ambos datos.

Cuadro 1: Numero de accesiones evaluadas de cada institucion.

N° de
Instituciones accesiones

Instituto Nacional de Innovacién Agraria INIA 123
Universidad Nacional de Cajamarca UNC 103
Universidad Nacional San Antonio Abad de Cusco UNSAAC 62
Centro Internacional de la Papa CIP 48
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga UNSCH 13
Universidad Nacional Agraria La Molina UNALM 10

Total 359

Fuente: Elaboracion propia

3.2. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN tota se realiz6 a partir de hojas jévenes usando €
protocolo de extraccion de mediana escala (Doyle y Doyle, 1990) usado por € CIP
(1997). La concentracion de ADN fue calculada por comparaciones con concentraciones
conocidas de fragmentos digeridos de ADN del fago Lambda usando la enzima de
restriccion Pst 1, y visualizados en un gel de agarosa a 1%. Todos los procesos de

extraccion fueron realizados en los laboratorios del CIP-Lima.
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3.3. AndlissMolecular AFLP

Los protocolos de AFLP se basan en Vos et al. (1995), adaptados para usar tincién
con plata. Los protocolos de digestion, ligacion, preamplificacion y el ectroforesis son los
reportados en el Manual del CIP. (CIP, 1997). Los detales de la mezcla de PCR y

programas de amplificacion se encuentran en el ANEXO 2.

3.4. Caracterizacion Morfoldgica

Se evaluaron las accesiones de yacon mediante los descriptores morfol 6gicos
(ANEXO 3) para planta, hoja y raiz desarrollados por Arbizu et. al. (2001). Las
colecciones de yacon fueron evaluadas en la campafa agricola del 2007-2008 y 2008-
2009 en lalocalidad de Cochamarca (Estacion Experimental de Bafios del Incadel INIA),
ubicado a sur este de Cgjamarca a una distancia de 45 Km., ala margen izquierda de la
carretera que conduce hacia las provincias de San Marcos y Cajabamba. Politicamente
pertenece a Distrito de Pedro Gavez, provincia de San Marcos, departamento de
Cagamarca, a una latitud sur de 07°16' 15" y longitud oeste de 78°14' 01", atitud de
2,820 m.s.n.m. Presenta una zona de vida natural bosque seco Montafio Bajo Tropical (bs
— MBT), con una precipitaciéon anual promedio de 700 mm, temperatura promedio de 14°
C, presencia de heladas con descensos de temperatura de hasta -2° C. Se sembraron 6
clones por accesion en una siembra sistematica. Los descriptores asociados a colores
fueron evaluados usando la tabla de colores de la Sociedad Real de Horticultura (Royal
Horticultural Society, 1986).

3.5. Andlissde Resultados

El patron de bandas AFLP para cada accesion fue registrado manual mente en una
matriz binaria en una hoja de Excel. Las bandas presentes se registraron como 1 y las
ausentes como 0. Para identificar las relaciones de similitud entre las accesiones
evauadas se realizO un andlisis de agrupamiento basado en € indice de similaridad
Jaccard (Jaccard, 1908) y € método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), con una
prueba de remuestreo (boopstrap). La estructura genética fue estimada mediante un
andisis factoria (ACoP), todo esto, usando e software libre DARwin5 ver 5.0.158
(Perrier 'y Jacquemoud-Collet, 2006). Las variaciones de la diversidad genética entre las
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regiones de procedencia fueron evaluadas por e Andisis de Varianza Molecular-
AMOVA (Excoffier et al., 1992) usando € software ARLEQUIN (Schneider et al.,
1997).

La caracterizacion morfologica para cada afo fue registrada en una matriz
multiestado en una hoja de Excel. La identificacion de morfotipos fue estimada usando €l
coeficiente de distancia taxondmica promedio y e método de agrupamiento UPGMA
mediante &l software NTSY Spc ver 2.1. Se define como un morfotipo a todos los clones
que presenten el 100% de similitud en los caracteres morfol 6gicos evaluados (Sevilla 'y
Holle, 2004). Mediante € uso del andlisis de correspondencias multiples se evaluo la
eficienciadelos 17 descriptores para diferenciar |a poblacion evaluada en cada afio.

Se evalud y comparé la diversidad genética mantenida en los bancos de germoplasma de
las 2 campafias y de los marcadores moleculares AFLP, mediante el indice de diversidad
de Shannon y Weaver(1949) obtenidas por € software R statistic.

Se realiz0 la correlacion entre los agrupamientos obtenidos de la caracterizacion
morfologica del 2009, 2008 y los marcadores moleculares AFLP, basandose en los
valores cofenéticos de sus respectivos dendrogramas, mediante €l test de Mantel (Mantel,
1967) usando el software NTSY Spc ver 2.1, para evaluar € grado de correlacion entre los
datos morfol 6gicos y moleculares.

Se rediz6 un dendrograma integrando los datos moleculares y los datos de
caracterizacion morfologica del afio con mejor correspondencia, este andlisis se realizd
mediante el software R statistic mediante €l indice de Gower (Gower,1971).
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V. RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Resultados
4.1.1. Caracterizacion molecular
a. Seleccion delas megores combinaciones deiniciadores AFL P.
Las combinaciones de iniciadores AFLPs fueron seleccionadas de una prueba de
120 combinaciones de iniciadores con 3 pares de bases selectivos (+3) . Se eligieron 6
combinaciones de iniciadores por presentar e mayor polimorfismo y una buena

resolucion de las bandas (Cuadro 2).

Cuadro 2: Combinaciones de iniciadores AFL Ps (Eco+3/M se+3) usados en la

caracterizacion molecular del yacén

Iniciadores selectivos

Cod. Lab (Eco+3/Mse+3) Secuencia (5°-3)
E40-M36 E-AGC GACTGCGTACCAATTC-AGC
M-ACC GATGAGTCCTGAGTAA-ACC
£38-M33 E-ACT GACTGCGTACCAATTC-ACT
M-AAG GATGAGTCCTGACTAA-AAG
£39-M36 E-AGA GACTGCGTACCAATTC-AGA
M-ACC GATGAGTCCTGAGTAA-ACC
E42-M35 E-AGT GACTGCGTACCAATTC-AGT
M-ACA GATGAGTCCTGACTAA-ACA
E36-M55 E-ACC GACTGCGTACCAATTC-ACC
M-CGA GATGAGTCCTGAGTAA-CGA
E37-M60 E-ACG GACTGCGTACCAATTC-ACG
M-CTC GATGAGTCCTGAGTAA-CTC

Fuente: Elaboracion propia

b. Evaluacion molecular delas colecciones de yacon

De las 359 accesiones de yacon evaluadas con un total de 309 marcadores AFLP
polimérficos, se identificaron 352 accesiones genéticamente diferentes entre si (genotipos
Unicos) aungue la mayoria comparte una similaridad genética estrecha. Las accesiones

restantes se presentan en 3 grupos de accesiones genéticamente identicos (duplicados);

17



dos de los grupos pertenecen ala coleccion de UNSAAC y € tercer grupo, formado por 2

accesiones, gue provienen de la coleccidn gue mantiene e CIP (Cuadro 3).

Cuadro 3: Grupos duplicadosy las accesiones que lo confor man.

Grupo Nombre acc. Coleccién Procedencia

ZS-Y-024 UNSAAC Cusco

1 ZS-Y-050 UNSAAC Cusco
ZS-Y-074 UNSAAC Cusco

2 ZS-Y-072 UNSAAC Cusco
ZS-Y-067 UNSAAC Cusco
DPA-007-004 CIP Huanuco

3 ARB-5537 CIP Junin

Fuente: Elaboracion propia

c. Andlisisdeagrupamientoy patroén dedistribucién geogr afica

Del andlisis de agrupamiento se identificaron 3 grupos bien definidos (Figura 4),
el grupo | formado por 4 subgrupos: € primero presenta con mayor frecuencia accesiones
del norte y centro, y los 3 restantes presentan una gran frecuencia de accesiones del sur.
El grupo Il presentd 6 subgrupos. 4 de elos estdn conformados principalmente por
accesiones del norte, un subgrupo completamente formado por accesiones del sur y €l
ultimo presenta accesiones de las tres regiones del Per(, con una mejor relacion genética
entre las accesiones del centro y sur. El grupo |11 es el més distante y esta formado por 3
accesiones de Cusco; seglin comunicacion personal del curador del banco de UNSAAC
(Lizarraga, 2008) se tratarian posiblemente de especies silvestres relacionadas.

Ubicando los grupos genéticos identificados en el punto geografico donde fueron
colectados, podemos observar que existen ciertos grupos con mayor frecuencia a la zona
norte o sur y principalmente 3 grupos (11, 112 y 113) con una gran distribucion en toda la
region andinadel Per. (Figurab).

El andlisis factorial de Coordenadas Principales (ACoP) muestra la presencia de
tres grupos. 2 grupos formados por accesiones del norte y sur respectivamente, y un
grupo formado por accesiones de las tres regiones (un grupo de amplia distribucién).
Aungue estos tres grupos son distinguibles, presentan una ligera sobreposicion, 1o que

indicaria que las diferencias no son muy marcadas (Figura6).
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 4: Dendrograma formado por las 359 accesiones de la coleccion total de

yacon delos 6 bancos de germoplasma usando mar cadores AFLP.

d. Riquezagenética

La coleccién de yacon presenta 37 bandas que sl o se encuentran en una coleccion
y no en otra (bandas exclusivas). Estas secuencias gendmicas anénimas nos sirven para
evauar € grado de diferenciacion de una coleccién con respecto a las otras, dando un
valor unico a la coleccion que lo presente, ya que la presencia de estas bandas podria
significar la expresion de ciertas caracteristicas que se encuentran de manera exclusivaen
una coleccion o region. La coleccion del banco de UNSAAC, es decir la zona sur,
presenta e mayor nimero de bandas exclusivas y para un total de 309 bandas

identificadas, 192 (62%) son compartidas entre todos |os bancos (Cuadro 4).
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Figura 5: Distribucion geografica de los grupos genéticos identificados segun €
analisis de agrupamiento molecular AFLP.
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Figura 6: Analiss de Coordenadas Principales. Grupo |: Accesiones del norte,

Grupo ll: Accesionesdel sur, Grupo I11: Accesiones procedentes delastresregiones.

Cuadro 4: Numer o de bandas presentes, exclusivasy compartidas.

N° de N° de

Coleccién N° acc. N° Totalde bandas bandas
bandas exclusivas compartidas
UNSAAC 62 253 15
INIA 123 249
UNC 103 232
UNALM 10 207
cIp 48 220
UNSCH 13 220

Fuente: Elaboracion propia

192
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e. Diversidad genéticade Nei (D)

Seguin los datos moleculares AFLP, la diversidad genética promedio de toda la
coleccion de yacdn es de 0.13. La diversidad entre bancos es muy similar y el valor mas
alto lo presenta el banco de UNSCH seguido por € banco de UNSAAC (Cuadro 5),

ambos conformados por accesiones del sur.

Cuadro 5: Diversidad genética de la colecciéon total de yacon (359 accesiones) segun

el indicesde Nei.

Coleccién N° accesiones Indice de Nei

UNSCH 13 0.17
UNSAAC 62 0.15
CIP 48 0.14
UNALM 10 0.14
INIA 123 0.13
UNC 103 0.13
Total 359 0.13

Fuente: Elaboracion propia

f. AnalisisdeVarianza Molecular —-AMOVA

Se realiz6 e AMOVA con la findidad de evaluar si existian diferencias en la
diversidad genética presente entre las zonas norte, centro y sur del Perd y los
Departamentos que conforman cada region. Se encontré diferencias significativas en la
heterogeneidad genética de las tres regiones evaluadas y entre |os Departamentos, aunque
los porcentgjes de variacion son muy bagjos. Ademas e indice de fijacién indica una baja
variabilidad genética principal mente entre Departamentos (Cuadro 6). De la comparacién
de distancias genéticas en pares entre los Departamentos, observamos que la region norte
presenta muy poca variacion significativa entre los departamentos que lo conforman
(Cuadro 7).
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Cuadro 6: Andlisisde Varianza Molecular de las seis colecciones de yacon.

Fuentes de
Variacion

Grados de Suma de Componentes Porcentaje
libertad cuadrados de variancia de variacion

Entre regiones z 05 534 1.96946 Ya 955

Entre Dyt dentro de

regiones 12 S09.396 1.95284 vh 947

Ertre poblaciones cr | SE97 16 16.70943 W 50.99

Total 355 ESM13146 2063173

Fixation Indices

FSC: 01046

F5T: 0.1901 Fst = 0.05 — 0.15 moderadamente diferenciado
FCT: 0.0955

Fuente: Elaboracion propia

Fst = 0.15 — 0.25 gran diferenciacion
Fst = > 0.25 muy grande diferenciacion

Cuadro 7: Comparacion delasdistancia genéticas entrelos Departamentos de

procedencia.

Cod| Dept Marte Centro Sur

1 C Al 1|2|3|a|5|5 ?|EI|EI|1I:I| 11|12|13|14
2 LYY 2

3 LAhiB o | 2

4 LLIE 5l 4

5 Lo =1 s +

B FlU g

7 AHC 7+ o+ + +

g LIh El s+ + +

] H A E al + o+ + |+ o+

10 [JuUH o | + o+ + |+

11 [ aora M|+ o+ + |+ P

12 |[aPU 12 | + + + o+ +

12 Cus ,-_% 12 + + + + + + +

14  |[PUN 14 | + + P +

15 |cocH 15 | + + + + + 4+

Fuente: Elaboracion propia

Mo =ignificativo
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4.1.2. Evaluacion dela Caracterizacion Morfolbgica

En la campafia 2008 se analizaron 223 accesiones usando 15 de los 17
descriptores, ya que €l caracter hébito de floracion y produccion de semilla no fueron
evaluados por la poca produccion de flores en todas las accesiones. Se redizé el andlisis
de agrupamiento mediante el indice de distancias y € indice de UPGMA, obteniéndose
un dendrograma con 115 morfotipos (Figura 7), siendo la coleccion del INIA (region
norte) la que presentd el mayor nimero.

En la campaiia 2009 se analizaron 214 accesiones (ya que 9 accesiones no
sobrevivieron a esta campafia) usando los 17 descriptores. Se identificaron 143
morfotipos siendo también la coleccién dd INIA la que presentd e mayor nimero de
morfotipos (Figura 7). Se pueden identificar 8 grupos morfoldgicos y agrupados por una
ligera relacion por su region de procedencia. EI grupo més grande y representativo esta
formado principalmente por las accesiones del norte del Pertl de la coleccion de INIA, y
un grupo més pequefio formado por las accesiones del sur de la coleccion de UNSAAC;
las accesiones del centro tienen un mayor agrupamiento con las accesiones del norte.

Las diferencias en el nimero de accesiones evaluadas entre el 2008 y 2009, y €
diferente niUmero de descriptores usados en ambos afios, produce una baja asociacion
entre los agrupamientos formados en los dos afios evauados, asi como e diferente
nimero de morfotipos identificados. Aungue se puede apreciar que en ambos afos existe

unatendencia en e agrupamiento de las accesiones segun su procedencia.

a. Evaluacién del porcentaje de contribucion de los descriptores

mor fol6gicos a la variacion total

Segun € Andisis de Correspondencia Multiple (ACM) para la caracterizacion
morfolégica del 2008, se observa que las 5 primeras dimensiones formadas son
significativas y explican un 95.2% de la variacién total (Cuadro 8), € andisis de cada
dimensién se observa que 12 descriptores se encuentran dentro de la primera dimension,
explicando € 74.6% de la variacion total, los caracteres de ramificacion de tallos y
tendencia a formar hendiduras en la raiz se encuentran en la segunda dimension,
explicando €l 7.6% de la variacion y e carécter de pigmentacion de nervadura solo

explicael 5.5%, presente en laterceradimension.
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Fuente: Elaboracién propia

Figura 7: A. Dendrograma formado por 223 accesiones de yacon perteneciente a 6
bancos de germoplasma mediante un andlisis de agrupamiento por 15 marcadores
mor folégicos, analizadas en la campafia 2008. B. Dendr ograma formado por 214 accesiones
de yacdn perteneciente a 6 bancos de germoplasma mediante un analisis de agrupamiento
por 17 mar cador es morfoldgicos, analizadas en la campafia 2009.
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Para e afio 2009, segin € ACM también se observa que las 5 primeras
dimensiones son significativas y explican e 95.4% de la variacion total (Cuadro 9). El
andlisis de cada dimension se observa que 13 descriptores se encuentran en la primera
dimensién, explicando e 79.9% de la variacion total, siendo relegados a la segunda
dimension, con una respuesta de la variacion del 7.6%, |os descriptores de color detalloy
tendencia a formar hendiduras en la raiz, a la tercera dimension (que explica € 3%) €
habito de floracion y a la cuarta dimension el descriptor de pigmentacién nervadura con
un aporte del 2.9%. Los descriptores correspondientes a las caracteristicas de la flor son
los que presentaron |os valores mas altos de discriminacion en ambos afios, seguidos por
los descriptores de la hoja y € propagulo. Los descriptores de pigmentacion de la
nervadura y tendencia de formacion de hendidura en la raiz reservante deben ser
revisados, ya que sus aportes en la respuesta de la variabilidad total presentaron los
valores mas bajos en ambos afios, ademéas de ser |os caracteres con mayor dificultad en la

evaluacion en campo.

b. Comparacion de los agrupamientos segun €ficiencia de

discriminacion de los descriptores

Seguin los resultados del andlisis de correspondencia multiple de cada afio, se
realizaron nuevos agrupamientos con diferente nimero de descriptores tomando en cuenta
los mejores aportes en la explicacion de la variacion y se realizd una comparacion de
matrices entre los nuevos agrupamientos con diferente nimero de descriptores y €
agrupamiento formado por latotalidad de ellos.

Para € afio 2008, se observd que € agrupamiento formado con los 12 mejores
descriptores presentes en la primera dimension de inercia tienen una alta correlacion (r =
0.93) con & agrupamiento formado por € total de descriptores evaluados en e 2008
(Cuadro 8).

Para € afio 2009, se observé que el agrupamiento formado con los 15y 12 de los
mejores descriptores presentes en la primera dimension de inercia tienen una alta
correlacion (r = 0.99 y r = 0.94 respectivamente) con e agrupamiento formado por € total

de descriptores evaluados en el 2009 (Figura 9).
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Cuadro 8: Analisis de Correspondencia Mltiple de los descriptores morfol 6gicos

evaluados en el 2008, porcentaje deinercia, susvaloresy significancia en cada dimensién.

%
Dimensiones Descriptores % de aporte| Inercia| % |acumulado sig;n.i.ﬁx:a.mia
Color de flor* a7
Hirnero de dientes de la flor* a7
Forma de la flor* a7
Calor de los propagnlos * an
Forma de la limina v hase* 2h
Dimensign 1 |72 2 = =it ?g 052 | 16 | a5 |
Color de la pulpa de la rajz* 11
Color de la saperficie de la raist ]
Color de follaje® a9
Calor secundario de tallo v distrbucion® 59
Pigmentaridn hoja apical® 5h
Dimension 2 fomacasion de tallos? 243 005 | 74 821 [
Tendencia a formar hendidoras* 338
Dimension 3 |Pigmentacidn nervadora* 1568 .04 535 217 ok

*  Descriptores usados para formar los nuevos agrupamientos

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 9: Andlisis de Correspondencia Mltiple de los descriptores morfoldgicos

evaluados en el 2009, por centaje deinercia, susvaloresy significancia en cada dimension.

s
Dimensiones Descriptores % de aporte | Inercia| % |acumulado significancia
Produrcion de semilla * 28
Himero de dientes de la flor * 28
Color de flor * ]
Forma de la flor * 23
Ramificacidn de tallos * B2
Pizmentacidn hoja apical * 17 A
Dimension 1 |Color de los propignlos * T4 D45 | 799 T8 ot
Borde de la lammina * 72
Color de follayje * 71
Fomma de la limina v hase * T
Color semindario de talla v distribucidn * 52
Color de la pulpa de la raj= * 52
Color de 1a saperficie de la rai= 473
Dimensién 2 | —aencia 2 formar henfidwas 241 004 | 746 875 |+
Color de tallo 07
Dimension 3 |Habito de floracidn 7634 0.02 3 o0.5 *
Dimension 4 |Pigmentarién nervadira fl.92 noz2 29 934 *

*  Descriptores usados para formar 10s nuevos agrupamientos

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 8. Comparacion de matrices entre diferentes agr upamientos for mados segin

la eficiencia de discriminacion de los descriptores morfol 6gicos del 2008.
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Fuente: Elaboracion propia

Figura 9: Comparacion de matrices entre diferentes agr upamientos for mados segin

la eficiencia de discriminacion de los descriptor es morfol 6gicos del 2009.
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c. Indicedediversidad de Shannon - Weaver

Se observo que la diversidad mantenida entre los departamentos segun los datos
de caracterizacion morfolégica del 2008 (Figura 10), 2009 (Figura 11) y los datos
moleculares AFLP (Figura 12) mantienen la misma tendencia en los valores entre todos
los datos, siendo los departamentos con mayor diversidad Ayacucho (AYA) y Apurimac

(APU), es decir la zona sur presentan los valores mas altos de diversidad.

AMA ANC APU AYA CAJ cus HUA JUN LLI PAS PIU PUN
Indice de diversidad Shanon-Weaver 2008 - DPT

Fuente: Elaboracion propia

Figura 10: Comparacion de la diversidad mediante € indice de Shannon-Weaver

entre Departamentos seguin la car acterizacion morfol6gica del 2008.

1.5

1.0

0.5
|

0.0
|

AMA ANC APU AYA CAJ Cus HUA JUN LLI PAS PIU PUN

Indice de diversidad Shanon-Weaver 2009 - DPT

Fuente: Elaboracion propia

Figura 11: Comparacion de la diversidad mediante € indice de Shannon-Weaver

entre Departamentos seguin la car acterizacion morfol6gica del 2009.
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AMA ANC APU AYA CAJ Cus HUA JUN LLI PAS PIU PUN
Indice de diversidad Shanon-Weaver AFLP - DPT

Fuente: Elaboracion propia

Figura 12: Comparacion de la diversidad mediante €l indice de Shannon-Weaver

entre Departamentos segun la car acterizacién molecular AFLP.

4.1.3. Comparacion entrelos datos morfoldgicosy moleculares

Para evaluar la presencia de algun grado de relacion entre la caracterizacion
morfologicay molecular, se realiz6 un test de asociacion de matrices entre |0s respectivos
agrupamientos UPGMA de los datos morfologicos del 2008, 2009 y los datos
moleculares AFLP, transformando a matrices comparables ambos agrupamientos
mediante un indice de correlacion cofenético. Para €l andlisis solo se evaluaron las 211

accesiones que presentaban tanto datos morfol 6gicos como moleculares.

Test de asociacion AFL P-M orfologia 2008
Correlacion de matrices: r = - 0.473
(Normalizado Z estadistico Mantel)

Mantel t-test aproximado: t =-9.4860
Prob. randomZ <obs. Z: p= 0.0000

Test de asociacion AFL P-M orfologia 2009
Correlacion de matrices: r = - 0.522

Mantel t-test aproximado: t =-9.5469

Prob. randomZ <obs. Z: p= 0.0000
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Los valores obtenidos demuestran una asociacion media entre los datos
morfolégicos y moleculares, siendo la meor correlacion, la obtenida con la
caracterizacion morfoldgica del afio 2009. El signo negativo de la correlacién es debido a
gue se compararon dos métodos de agrupamiento diferentes.

4.1.4. Agrupamiento morfologico-molecular

Se elaboro6 un dendrograma con las 211 accesiones de yacOn que presentaban tanto
los datos moleculares AFLP y los datos de caracterizacion morfol gica del 2009, elegidos
por su mayor valor de correlacion en comparacion con € 2008 (Figura 13) y se
identificaron 24 grupos tomando como criterio la relacion de las regiones de procedencias
y los agrupamiento formados. Las 7 accesiones de la coleccidon de UNC, que representan
7 de los 8 morfotipos que identificd Seminario en el afio 2000 en la coleccion de UNC
(108 accesiones) se encuentran bien distribuidas en todo el dendrograma, principal mente
en ramas conformadas por accesiones del norte. Las accesiones de la coleccion del CIP,
también presentan una amplia distribucién en todo € dendrograma, con accesiones
presentes en los grupos del norte, centro y sur. La mayoria de las accesiones de la
coleccion del INIA, provenientes de la region norte forman un grupo estrechamente
relacionado. También existe un grupo de accesiones del INIA del norte con una ligera
asociacion con las accesiones del centro que pertenecen a la coleccion del CIP. De igual
manera, un gran nimero de accesiones provenientes de la region sur de la coleccion de
UNSAAC, forma un estrecho grupo muy relacionado.

Al ubicar los grupos identificados segin su procedencia podemos observar que
ciertos grupos tienen una mayor frecuencia en determinadas regiones. Es asi que de estos
24 grupos, 10 estan frecuentemente presentes en la zona norte, 8 presentes casi
exclusivamente en la zona sur, 2 en la zona centro y 4 grupos presentan una amplia

distribucién alo largo de las tres regiones (Figura 14).
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Figura 13: Dendrograma con 211 accesiones de yacén agrupados segun datos de

caracterizacién morfol6gico 2009 y datos molecular de 6 combinaciones AFLP.
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Figura 14: Distribucién geogréfica de los grupos genéticos identificados segun €

analisis de agrupamiento morfoldgico -molecular de 211 accesiones de yacon.
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4.2. Discusion

La diversidad genética de las colecciones de yacon mantenida en los seis bancos
de germoplasma del Pert resultd bgja (D = 0.13). Ademas las colecciones de yacon
presentan niveles de diversidad muy semejantes entre si; no se detectaron duplicados
entre las colecciones y el niumero de duplicados encontrados dentro de los bancos es muy
bajo (sblo 3 grupos duplicados); estos resultados indican que existe una gran
homogeneidad genética en € cultivo de yacdén en € Perd, por lo que la diversidad
genéticalogra ser representativa de las diferentes col ecciones eval uadas.

A pesar de que, del andlisis de varianza molecular (AMOVA) se concluye que
existen variaciones significativas entre la diversidad mantenida entre las regiones y los
departamentos evaluados, los porcentajes de variacion no son muy elevados (entre
regiones = 9.55% y entre departamentos = 9.47%). Segun la comparacion de distancia
genéticas, no existen muchas variaciones significativas en la diversidad mantenida por los
departamentos del norte, o que indicaria que la diversidad genética de la regién norte
puede estar representada por pocos grupos genéticos con gran distribucion; estos
resultados coinciden con |o descrito por Seminario y su grupo en e 2004, quien encontré
gue en las 107 entradas de yacOn de la coleccion de UNC existen ocho grupos o
morfotipos, lo cua implicaria que € 92 % de estas entradas son muy similares;
igualmente Sotomayor (2004) identificd 12 morfotipos para la coleccion del INIA con
108 accesiones, principa mente procedentes del norte del Peru.

La presencia de un mayor numero de bandas exclusivas en la coleccion de
UNSAAC (compuesta por accesiones proceden del sur del Pert), y los valores obtenidos
por € indice de diversdad de Shannon-Weaver para los datos morfolégicos y
moleculares, indican que la regién sur (principalmente Ayacucho y Apurimac) presenta
los niveles més altos de diversidad, 1o cua sustenta lo encontrado por Grau y Rea en
1997, quienes indican que entre € &rea de Apurimac en Per(l hasta La Paz en Bolivia,
encierra € area de mayor diversidad. Por otro lado, Mansilla et. al. (2006) en su andlisis
de la coleccion del CIP con marcadores RAPD concluyeron que la region centro
presentaba los mayores niveles de diversidad; los andlisis de diversidad de Shannon-
Weaver anivel morfolégico y molecular del presente trabajo ubican a Huanuco, de donde
procede una importante parte de la coleccion que mantiene el banco del CIP, como el

tercer departamento de mayor diversidad después de Ayacucho y Apurimac.
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Los descriptores morfolégicos disefiados por Arbizu et a (2001), resultan
eficientes para explicar la variacion morfol0gica presente en la coleccion total del yacon,
siendo las caracteristicas de flor, hoja y raiz los caracteres que mejor explican la
variacion. Ademés se observa que de los 17 descriptores, 12 son los descriptores mas
importantes para evaluar la variabilidad total; de los 5 caracteres restantes, 2 se
presentaron en ambos afos con bajos aportes. pigmentacion de la nervadura de la hoja
apica y tendenciaaformar hendiduras en las raices reservantes. Los resultados indicarian
gue estos 2 descriptores, por su bagjo aporte para identificar variaciones, deberian ser
eliminados de la lista de descriptores, aunque cabe mencionar que seria prudente evaluar
otros genotipos presentes en otras colecciones (como la colecciéon de Ecuador o Bolivia)
gue no fueron consideradas en €l presente trabajo y observar si presentan variaciones o
frecuencias significativas en estos descriptores.

La dta variabilidad morfologica encontrada (115 y 143 morfotipos
respectivamente en cada ano) no reflgja los valores bajos de diversidad genética. Segin
Hermann (1997) es muy dificil diferenciar clones de yacon dentro de un amplio rango
geogréfico, desde Ecuador a Argentina, cuando €ellos crecen en € mismo ambiente, ya
gue € yacdn, si bien es un cultivo de reproduccion clonal, tiene algunas variaciones
morfolégicas y fisioldgicas. Sin embargo, esta variacion puede reflgjar, en cierta medida,
la plasticidad fenotipica expresada en |os ambientes contrastantes donde se cultiva a pesar
de las variacion genética. Por otro lado, en la campafia 2007 — 2008 la produccién de
semilla fue afectada por el cambio de clima, suelo o atitud que fueron sometidos los
propagul os (principalmente los procedentes de las zona sur), mientras que en la campafa
del 2008-2009 las fuertes heladas presentes afectaron el crecimiento de las plantas por |o
gque se vieron afectados los caracteres de tallo y hoja. Estos efectos de mango
agronomico y ambiental complicaron la toma de datos, aunque Sotomayor (2004) a
evaluar 3 afos consecutivos los datos de caracterizacion de yacon, encontré que las
variaciones entre |0s afios se debian més a efecto de errores de metodol ogia, que al efecto
ambiental.

La fata de una mayor correlacion (r = -0.52) entre datos morfoldgicos y
moleculares es un resultado esperado, ya que se han observado resultados similares en
otros cultivos como oca (Rodriguez e I1sla, 2009), uva (Xu et a., 2000), arroz (Federici et
al, 2001) y papa (Solano et a., 2007), etc. Lafalta de correlacion principalmente se debe
ala diferente naturaleza genética de ambos marcadores, moleculares y morfol 6gicos, por

sus diferentes niveles de presion selectiva, ubicacion en diferentes regiones del genomay
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alaindependencia de ambos datos. Ademas, |0s efectos ambientales en ciertos caracteres
morfol 6gicos podrian complicar 1a evaluacion, por o que un mayor nimero de campafias
evaluadas podria ayudar a estandarizar los resultados morfolgicos y quizas obtener una
mejor correlacion entre los datos morfoldgicos y moleculares, asi como también
incrementar el numero de marcadores moleculares.

Seguin los andlisis morfol égicos y moleculares evaluados se evidencia que existe
un grupo de genotipos concentrados en la region norte, otro pool en la region sur y un
grupo de genotipos de amplia distribucién en todo el pais. Ademas las accesiones del
centro tienden a compartir material genético entre las accesiones del norte y e sur, con
una mejor relacion con las accesiones de la zona norte. Grau & Rea, sugieren que la
distribucién geogréfica es un marcador muy importante para € yacén, debido a las
diferencias del tamafio de la raiz tuberosa que se encontraron entre la zona de Ecuador,
Caamarca y Cuzco en Perd. Ademés encontré una alta variabilidad del color de la pulpa
en la zona sur de Pert y norte de Bolivia, en comparacion con Ecuador y Argentina.
Segun Seminario (2004), los grupos genéticos representados por los morfotipos que se
distribuyen en todo el pais serian los més antiguos, movidos por la trashumancia de las
poblaciones antiguas. En cambio, los otros morfotipos, serian més tardios, evolucionaron
bajo domesticacion en determinadas areas y culturas locales y no se movieron, porgque
fueron originados cuando € yacén dejo de ser un cultivo importante, esta teoria explicaria
la frecuencia de ciertos genotipos en € nortey e sur del Peru. Por otro lado, la naturaleza
clonal, y un sistema reproductivo poco funcional, sugiere que los posibles eventos que
han producido estas variaciones son procesos de seleccion natural en cada zona ecol 6gica
y que por lo tanto, es posible hallar en una menor area genotipos que puedan ser
diferentes debido ala gran variabilidad ecoldgica de laregion andina (Mansilla, 2006). La
fijacion de ciertos caracteres en determinadas regiones (norte o sur) producto de estos
procesos de presion selectiva (natural y dltimamente humana) podrian ser acelerados por

los bajos niveles de diversidad genética que presenta el cultivo del yacon.
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V. CONCLUSIONES

La diversidad genética del yacon dentro de las 6 colecciones de germoplasma peruanas

evaluadas es baja.

Cas € 99% de las accesiones estudiadas resultaron genotipos Unicos. Sin embargo los

material es comparten unarelacion genética muy alta.

Los valores de diversidad mas atos en las colecciones se encontraron en la region sur
del Pert (Apurimac y Ayacucho).

Las accesiones procedentes de la region norte presentan una gran homogeneidad

genética.

Existe una relacion entre los grupos genéticos identificados y su frecuencia de
distribucién geografica. Un grupo a norte, un grupo a la zona sur y uno de amplia
distribucién.

15 de los 17 descriptores morfolégicos evaluados fueron eficientes en explicar la

variacion morfol6gicatotal del yacon.
L os descriptores de la pigmentacion de la nervaduray la tendencia de formar hendiduras
en laraiz reservante, no son caracteres muy informativos en la coleccion total de yacon

en € Per.

La diversidad obtenida a nivel molecular y morfoldgico es muy similar, o que indica

gue ambos marcadores son eficientes para medir la diversidad genética del yacon.

Existe una correlacion media entre los marcadores morfol dgicos y molecul ares.
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VI. RECOMENDACIONES

Reevaluar € uso de los caracteres de pigmentacion de la nervadura y tendencia a formar
hendiduras en la raiz de los descriptores morfolégicos de yacOn, por ser poco
informativos y de dificil lectura en campo.

Continuar con las evaluaciones morfoldgicas, en los siguientes afios y en diferentes
localidades o regiones, para corroborar la estabilidad de los caracteres evaluados y lograr

unamejor correlacién con los marcadores molecul ares.

Incrementar & nimero de marcadores moleculares AFLP, o complementar |os resultados
con otros marcadores molecul ares para confirmar |os resultados.

Dirigir futuras expediciones de colecta hacia las zonas centro y sur, siguiendo criterios
genéticos poblacionales, para poder corroborar 10s niveles de diversidad encontrados en
el presente trabgjo, asi como paraampliar € acervo genético de las colecciones de yacon.

Identificar e incorporar en las futuras investigaciones a los parientes silvestres del yacon

paralograr unamejor comprension de su filogenia

Construir un mapa genético molecular del yacon, y usarlo paraidentificar genesligados a
caracteres agrondmicos y/o bioguimicos relevantes.
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ANEXO 1: Principales datos pasaporte de las accesiones de las colecciones de yacon

utilizadas en este estudio.

VIIT. ANEXOS

N Collector CIP number Banco de Departamento Provincia Nombre local Pais
number Germoplasma

1 ACW5076 205006 CIP Cajamarca Hualgayoc Yacon Perl
2 AFV5598 205050 CIP Junin Concepcion - Perd
3 AFV5599 205051 CIP Junin Concepcion - Perd
4 AJC5189 205021 CIP Cajamarca Bambamarca Llacén Perl
5 AKW5075 205005 CIP Cajamarca Cajamarca Yacon Perl
6 AMES5186 205018 CIP Ancash Bolognesi Yacén blanco Perd
7 AMES5187 205019 CIP Ancash Bolognesi Yacén blanco Perud
8 AMM5126 205009 CIP Ancash Huaylas Yacon Perl
9 AMM5129 205010 CIP Ancash Yungay Yacon Perl
10 AMM5135 205011 CIP Ancash Yungay Yacon Perd
11 AMM5136 205012 CIP Ancash Yungay Yacon Peru
12 AMM5150 205013 CIP Ancash Carhuaz Yacoén Pert
13 AMM5163 205014 CIP Ancash Carhuaz Yacén Pert
14 AMM5164 205015 CIP Ancash Carhuaz Yacon Perd
15 AMM5188 205020 CIP Ancash Bolognesi Yacén blanco Peru
16 ARB5027 205004 CIP Lima Yauyos Yacon Perl
17 ARB5073 205002 CIP Cajamarca Celendin Llacén rojo Perl
18 ARB5074 205003 CIP Cajamarca Celendin Llacdn rojo naranja Perd
19 ARB5124 205007 CIP Cajamarca Celendin Llac6n blanco Perd
20 ARB5125 205008 CIP Cajamarca Celendin Llacén naranja Perl
21 ARB5184 205016 CIP Ayacucho Vilcahuaméan Yakon Perl
22 ARB5185 205017 CIP Ayacucho Vilcahuaman Yacén morado Perd
23 ARB5382 205022 CIP Cajamarca Chota Llac6n blanco Perd
24 ARB5537 205031 CIP Junin - Yacoén Pert
25 ARB5563 205032 CIP Junin Huancayo Yacon Perl
26 ARB5564 205033 CIP Huancayo Huancayo Yacon Perd
27 DPA007001 205034 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Perl
28 | DPAQ07002 205035 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Pert
29 | DPAQ07003 205036 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Pert
30 DPA007004 205037 CIP Huanuco-Pasco - Yacon Per(
31 DPA007005 205038 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Per(
32 | DPAOQ07006 205039 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Pert
33 | DPAQ07007 205040 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Pert
34 DPA007008 205041 CIP Huanuco-Pasco - Yacon Per(
35 DPA007009 205042 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Per(
36 | DPAQ07010 205043 CIP Huanuco-Pasco - Yacoén Pert
37 | DPAQ07011 205044 CIP Huanuco-Pasco - Yacén Pert
38 GOM130 205049 CIP Junin Concepcion Yacon Perd
39 MH1352 205046 CIP - - - -
40 MH1362 205045 CIP Loja Loja - Ecuador
41 MH819 205001 CIP Cuzco Cusco Yacon Pert
42 MHG919 205030 CIP Cochabamba P. Quillacollo Yacon Bolivia
43 MHG923 205025 CIP Cochabamba P. Chapare Yacon Bolivia
44 MHG926 205026 CIP Cochabamba P. Chapare K'olli yacon Bolivia
45 MHG927 205027 CIP Cochabamba P. Chapare Yacon Bolivia
46 P1184 205028 CIP Cajamarca Cajabamba Llacon Perd
a7 P1385 205029 CIP Apurimac Andahuaylas Yakumpi Peru
48 SAL136 205023 CIP Cajamarca Cajamarca Llacén Perl
49 7238 INIA - - Nva Huamachuco Pert
50 7239 INIA - - Gringa Perd
51 7241 INIA - - Gringa Peru
52 | PER007538 INIA Cajamarca Contumaza Llacén amarillo Perl
53 | PER007539 INIA Cajamarca Contumaza Llacén amarillo Perl
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54 | PER007540 INIA La Libertad Otuzco Llacén blanco Pert
55 | PER007541 INIA Cajamarca Cutervo Llacén Perl
56 PER007542 INIA Cajamarca Hualgayoc Llac6n blanco Perd
57 PER007543 INIA Piura Huancabamba Llacén Per(
58 | PER007544 INIA Cajamarca San Miguel Llacén amarillo Perl
59 | PER007546 INIA Amazonas Chachapoyas Llacén Perl
60 PER007547 INIA Cajamarca Santa Cruz Llacon Perd
61 PER007548 INIA Cajamarca Celendin Llacon Peru
62 | PER007549 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacén Perl
63 | PER007550 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
64 PER007551 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacon Perd
65 PER007552 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacon Peru
66 | PER007553 INIA Cajamarca Cutervo Llacén Perl
67 | PER007554 INIA Cajamarca Cutervo Llacén Perl
68 PERO007555 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacon Perd
69 PER007556 INIA Cajamarca Chota Llacon Perud
70 | PER007557 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
71 | PER007558 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
72 PER007559 INIA Piura Morropon Llacon Perd
73 PERO007560 INIA Piura Morropon Llacon Peru
74 | PER007561 INIA Amazonas Chachapoyas Llacén blanco Perl
75 | PER007562 INIA Amazonas Chachapoyas Llacén dulce Perl
76 PERO007563 INIA La Libertad Santiago de Chuco Llacon Perd
77 PER007564 INIA La Libertad Otuzco Llacén Perl
78 | PERO007565 INIA La Libertad Sanchez Carrion Llacén Pert
79 | PERO007566 INIA La Libertad Sanchez Carrion Llacén Pert
80 PER007567 INIA La Libertad Sanchez Carrion Llacén Per(
81 PERO007568 INIA Cajamarca Cajamarca Llacon rojo Peru
82 | PERO007569 INIA Piura Huancabamba Llacén Pert
83 | PER007570 INIA Piura Huancabamba Llacén Pert
84 PER007571 INIA Piura Ayabaca Llacén rosado Perd
85 PER007572 INIA Cajamarca San Miguel Llacon Perud
86 | PER007573 INIA Cajamarca San Miguel Llacén Perl
87 | PER007574 INIA Cajamarca San Miguel Llacén Perl
88 PERO007575 INIA Cajamarca San Miguel Llacon Perd
89 PER007576 INIA Cajamarca San Miguel Llacon Perud
90 | PER007577 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
91 | PER007578 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
92 PER007579 INIA Cajamarca Chota Llacon Perd
93 PER007580 INIA Cajamarca Chota Llacon Perud
94 | PER007581 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
95 | PER007582 INIA Cajamarca Contumaza Llacén Perl
96 PER007583 INIA Cajamarca Celendin Llac6n blanco Perd
97 PER007584 INIA Cajamarca Celendin Llacén colorao Perd
98 | PER007585 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
99 | PER007586 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
100 | PER0O07587 INIA Cajamarca Celendin Llac6n blanco Perd
101 | PER007588 INIA Cajamarca Celendin Llac6n Perd
102 | PERO07589 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
103 | PERO07590 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
104 | PER007591 INIA Cajamarca Celendin Llacon Perd
105 | PER007592 INIA Cajamarca Celendin Llac6n Perd
106 | PERO07593 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
107 | PERO07594 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
108 | PER007595 INIA Cajamarca Celendin Llacon Perd
109 | PER007596 INIA Cajamarca Celendin Llac6n Perd
110 | PERO07597 INIA Cajamarca Celendin Llacén morado Perl
111 | PERO07598 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
112 | PER007599 INIA Cajamarca Celendin Llacon Perd
113 | PER007600 INIA Cajamarca Celendin Llac6n Perd
114 | PERO07601 INIA Cajamarca Chota Llacén amarillo Perl
115 | PERO07602 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacén Perl
116 | PER007603 INIA Cajamarca Celendin Llacon Perd
117 | PER007604 INIA Cajamarca Celendin Llac6n Perd
118 | PERO07605 INIA Cajamarca Celendin Llacén rosado Perl
119 | PERO07606 INIA Cajamarca Celendin Llacén blanco Perl
120 | PER0O07607 INIA Cajamarca Cajamarca Llacon Perd
121 | PER007608 INIA Cajamarca Cajamarca Llacén morado Perd
122 | PERO07609 INIA Cajamarca Celendin Llacén blanco Perl
123 | PERO07610 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
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124 | PERO0O7611 INIA Cajamarca Celendin Llacén colorao Perl
125 | PERO07612 INIA Cajamarca Celendin Llacén Perl
126 | PER007613 INIA Cajamarca San Marcos Llacén blanco Perd
127 | PER007614 INIA Cajamarca Cajamarca Llacon Perud
128 | PERO07615 INIA Cajamarca Cajamarca Llacén blanco Perl
129 | PERO07616 INIA Cajamarca San Marcos Llacén Perl
130 | PER0O07617 INIA Cajamarca San Miguel Llacén Perd
131 | PER007618 INIA Cajamarca San Miguel Llacon Perud
132 | PERO07619 INIA Cajamarca San Miguel Llacén blanco Perl
133 | PER007620 INIA Cajamarca San Miguel Llacén Perl
134 | PER007621 INIA Cajamarca Santa Cruz Llacon Perd
135 | PER007622 INIA Cajamarca Santa Cruz Llacon Perud
136 | PER007623 INIA Cajamarca Santa Cruz Llacén Perl
137 | PER007624 INIA Cajamarca Santa Cruz Llacén blanco Perl
138 | PER007625 INIA Cajamarca Cutervo Llacon Perd
139 | PER007626 INIA Cajamarca Cutervo Llacon Perud
140 | PERO07627 INIA Cajamarca Cutervo Llacén Perl
141 | PERO07629 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
142 | PER007630 INIA Cajamarca Chota Llacon Perd
143 | PER007631 INIA Cajamarca Chota Llacon Perud
144 | PER007632 INIA Cajamarca Chota Llacén blanco Perl
145 | PERO07633 INIA Cajamarca Chota Llacén Perl
146 | PER007634 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacon Perd
147 | PER007635 INIA Cajamarca Hualgayoc Llacon Perd
148 | PERO07636 INIA Cajamarca Cutervo Llacén marron Perl
149 | PERO07637 INIA Cajamarca San Marcos Llacén blanco Perl
150 | PER007638 INIA Cajamarca San Marcos Llac6n blanco Perd
151 | PER007639 INIA Cajamarca San Marcos Llac6n Perud
152 | PER007640 INIA Cajamarca Cajamarca Llacén colorao Perl
153 | PER007641 INIA La Libertad Sanchez Carrion Llacén Pert
154 | PER007642 INIA Cajamarca Cajabamba Allacén Perd
155 | PER007643 INIA Cajamarca Cajabamba Llacon Perud
156 | PER007644 INIA Cajamarca San Marcos Llacén Perl
157 | PERO07645 INIA Cajamarca Celendin Llacén rosado Perl
158 | PER007652 INIA Ayacucho Huanta Yacén morado Perd
159 | PER007653 INIA Ayacucho Huanta Yacén amarillo Perd
160 | PERO07654 INIA Ayacucho Vilcashuaman Yacén Perl
161 | PERO07655 INIA Ayacucho Vilcashuaman Yacon Perl
162 | PER007656 INIA Apurimac Andahuaylas Yacon Perd
163 | PER007658 INIA Apurimac Andahuaylas Yacon lloron Perd
164 | PERO07659 INIA Apurimac Andahuaylas Yacon llorén Perl
165 | PERO07660 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perl
166 | PER007661 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perd
167 | PER007662 INIA Ayacucho Victor Fajardo Yacén Yacon Perud
168 | PER007663 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perl
169 | PERO07664 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perl
170 | PER0O07665 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perd
171 | PER007666 INIA Ayacucho Huanta Yacon Perud
172 Apal UNALM Huancayo Apata Yacon Perl
173 Pun4 UNALM Puno - Yacoén Pert
174 RBS401 UNALM Huanuco - Yacon Per(
175 RBS402 UNALM Huanuco - Yacoén Perl
176 RBS404 UNALM Huanuco - Yacoén Pert
177 RBS405 UNALM Huanuco - Yacén Pert
178 UNA1 UNALM Huanuco - Yacon Perl
179 UNA2 UNALM Huanuco - Yacoén Per(
180 UNA3 UNALM Huanuco - Yacoén Pert
181 UNA4 UNALM Huanuco - Yacoén Peru
182 1 UNC Cajamarca Bafos del Inca Yacon Perd
183 2 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perud
184 3 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
185 4 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
186 5 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perd
187 6 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perd
188 7 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
189 8 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
190 9 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perd
191 9 UNC Cajamarca - Yacon Peru
192 10 UNC Cajamarca Magna Yacon Perl
193 11 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
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194 12 UNC Cajamarca Jesus Yacoén Perl
195 14 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perl
196 15 UNC Cajamarca Magna Yacon Perd
197 16 UNC Cajamarca Magna Yacon Perud
198 17 UNC Cajamarca Magna Yacon Perl
199 18 UNC Cajamarca Cajabamba Yacon Perl
200 21 UNC Cajamarca Cachachi Yacon Perd
201 22 UNC Cajamarca Cachachi Yacon Perud
202 23 UNC Cajamarca Cachachi Yacon Perl
203 25 UNC Cajamarca Cachachi Yacon Perl
204 27 UNC Cajamarca Cachachi Yacon Perd
205 28 UNC Cajamarca Cajabamba Yacon Perud
206 29 UNC La Libertad Huamachuco Yacoén Pert
207 30 UNC La Libertad Huamachuco Yacoén Pert
208 31 UNC Cajamarca Calquis Yacon Perd
209 34 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perud
210 35 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perl
211 36 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perl
212 37 UNC Cajamarca San Juan Yacon Perd
213 38 UNC Cajamarca San Juan Yacon Peru
214 39 UNC Cajamarca San Juan Yacon Perl
215 40 UNC Cajamarca Bafios del Inca Yacon Perl
216 41 UNC Cajamarca Bafos del Inca Yacon Perd
217 42 UNC Cajamarca Bafos del Inca Yacon Perud
218 43 UNC Cajamarca Bafios del Inca Yacon Perl
219 44 UNC Cajamarca Namora Yacon Perl
220 45 UNC Cajamarca Namora Yacon Perd
221 46 UNC Cajamarca Namora Yacon Peru
222 47 UNC Cajamarca San Silvestre Yacon Perl
223 48 UNC Cajamarca San miguel Yacon Perl
224 49 UNC Cajamarca San miguel Yacon Perd
225 50 UNC Cajamarca Contumaza Yacon Peru
226 51 UNC Cajamarca Contumaza Yacon Perl
227 52 UNC Cajamarca Contumaza Yacon Perl
228 53 UNC Cajamarca Contumaza Yacon Perd
229 54 UNC Cajamarca San Juan Yacon Peru
230 55 UNC Cajamarca Asuncion Yacon Perl
231 56 UNC Cajamarca Asuncion Yacon Perl
232 57 UNC Cajamarca Asuncion Yacon Perd
233 58 UNC La Libertad Ucuncha Yacoén Perl
234 59 UNC Piura Ayabaca Yacon Perl
235 60 UNC Piura Sicchez Yacén Pert
236 61 UNC Piura Ayabaca Yacon Perd
237 62 UNC Piura Sicchez Yacoén Per(
238 63 UNC Cajamarca Cajabamba Yacon Perl
239 64 UNC La Libertad Huamachuco Yacoén Pert
240 65 UNC Cajamarca Cajabamba Yacon Perd
241 66 UNC Cajamarca San miguel Yacon Perd
242 67 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
243 68 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
244 69 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perd
245 70 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perd
246 71 UNC Cajamarca Bambamarca Yacoén Perl
247 72 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
248 73 UNC Cajamarca Contumaza Yacon Perd
249 74 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perd
250 75 UNC Cajamarca Asuncion Yacon Perl
251 76 UNC Cajamarca Sucre Yacon Perl
252 77 UNC Ancash Bolognesi Yacon Perd
253 78 UNC Ancash Yungay Yacon Perud
254 79 UNC Cuzco Cuz Yacoén Pert
255 81 UNC Ancash La florida Yacoén Pert
256 82 UNC Lima Yauyos Yacon Perd
257 83 UNC Ancash Bolognesi Yacon Perd
258 84 UNC Ancash Carhuaz Yacoén Pert
259 86 UNC Apurimac Andahuaylas Yacon Perl
260 87 UNC Cajamarca Cajamarca Yacon Perd
261 88 UNC Cajamarca Chota Yacon Peru
262 89 UNC Cajamarca Jose Galvez Yacon Perl
263 90 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
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264 91 UNC Ancash Yungay Yacon Perl
265 92 UNC Ancash Carhuaz Yacoén Pert
266 94 UNC Cajamarca Jose Galvez Yacon Perd
267 95 UNC Cajamarca Chota Yacon Perud
268 96 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
269 102 UNC Cajamarca Huambos Yacon Perl
270 103 UNC Cajamarca Querocoto Yacon Perd
271 105 UNC Cajamarca Chugur Yacon Perud
272 106 UNC La Libertad Otuzco Yacoén Pert
273 107 UNC Cajamarca Chirinos Yacon Perl
274 108 UNC Cuzco MachuPicchu Yacon Perl
275 109 UNC Cajamarca Jaen Yacon Perd
276 111 UNC Amazonas Chachapoyas Yacon Perl
277 116 UNC Cajamarca Bambamarca Yacon Perl
278 117 UNC Amazonas Leimebamba Yacon Per(
279 118 UNC Cajamarca Jesus Yacon Perud
280 119 UNC Amazonas Yambrasbamba Yacoén Pert
281 120 UNC Amazonas Yambrasbamba Yacoén Pert
282 121 UNC Cajamarca Chapin Yacon Perd
283 122 UNC Lambayeque Inkawasi Yacon Perud
284 125 UNC Cajamarca San Ignacio Yacon Perl
285 ZS-Y-001 UNSACC Cusco Paruro Llajon Perl
286 ZS-Y-003 UNSACC Cusco Paruro Llajon Perd
287 ZS-Y-004 UNSACC Cusco Paruro Llajon Perud
288 ZS-Y-005 UNSACC Apurimac Aymaraes Lacumin Perl
289 ZS-Y-006 UNSACC - - - Pert
290 ZS-Y-007 UNSACC Apurimac Aymaraes Morado Lacumin Perd
291 ZS-Y-008 UNSACC Apurimac Aymaraes Lacumin Peru
292 ZS-Y-009 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yacumi Perl
293 ZS-Y-010 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yacumi Perl
294 ZS-Y-011 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yurac Yacumi Perd
295 ZS-Y-013 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yurac Yacumi Perud
296 ZS-Y-014 UNSACC Apurimac Andahuaylas Q'uello Yacumi Perl
297 ZS-Y-015 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yacumpi Perl
298 ZS-Y-016 UNSACC Apurimac Andahuaylas Yacumi Perd
299 ZS-Y-017 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Blanco Perud
300 ZS-Y-018 UNSACC - - - Pert
301 ZS-Y-020 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Rojo Perl
302 ZS-Y-021 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Blanco Perd
303 ZS-Y-023 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Blanco Perud
304 ZS-Y-024 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Blanco Perl
305 ZS-Y-026 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Amarillo Perl
306 ZS-Y-030 UNSACC Cusco Paucartambo Yacon Rojo Perd
307 ZS-Y-041 UNSACC Cusco Paucartambo Yacon Blanco Per(
308 ZS-Y-042 UNSACC Cusco Quispicanchis Yacon Morado Perl
309 ZS-Y-044 UNSACC Puno Carabaya Yacon Amarillo Perl
310 ZS-Y-049 UNSACC Puno Carabaya Yacon Rojo Perd
311 ZS-Y-050 UNSACC Puno Carabaya Yacon Rosado Perud
312 ZS-Y-052 UNSACC Puno Carabaya Yacon Rosado Perl
313 ZS-Y-054 UNSAAC Puno - - Pert
314 ZS-Y-057 UNSACC - - - Perd
315 ZS-Y-059 UNSACC Puno Carabaya Puka Yacon Perud
316 ZS-Y-060 UNSACC Puno Carabaya Taruka Yacon Perl
317 ZS-Y-061 UNSACC Puno Carabaya Telegone Perl
318 ZS-Y-062 UNSACC Puno Carabaya Morado Yacon Perd
319 ZS-Y-063 UNSACC Puno Carabaya Yurac Yacon Perud
320 ZS-Y-066 UNSACC Puno Carabaya Yacon Morado Perl
321 ZS-Y-067 UNSACC Puno Carabaya Yacon Amarillo Perl
322 ZS-Y-068 UNSACC Puno Carabaya Yacon Blanco Perd
323 ZS-Y-071 UNSACC Puno Carabaya Yurac Yacon Perud
324 ZS-Y-072 UNSACC Puno Carabaya Yacon Blanco Perl
325 ZS-Y-074 UNSACC Puno Carabaya Tauca Yacon Perl
326 ZS-Y-075 UNSACC Cusco Quispicanchis Llacon Perd
327 ZS-Y-077 UNSACC Cusco Quispicanchis Yurac Llacon Peru
328 ZS-Y-078 UNSACC Cusco Quispicanchis Cheqqche Llacon Perl
329 ZS-Y-080 UNSACC - - - Pert
330 ZS-Y-081 UNSACC Cusco Quispicanchis Yurac Llacon Perd
331 ZS-Y-082 UNSACC - - - Peru
332 ZS-Y-083 UNSACC Cusco Quispicanchis Cheqqche Llacon Perl
333 ZS-Y-084 UNSACC Cusco Quispicanchis Cheqqche Llacon Perl
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334 ZS-Y-085 UNSACC - - - Pert
335 ZS-Y-086 UNSACC Cusco Calca Llacon Perl
336 ZS-Y-087 UNSACC Cusco Calca Llacon Perd
337 ZS-Y-088 UNSACC Cusco Calca Llacon Amarillo Peru
338 ZS-Y-089 UNSACC Cusco Calca Llacon Blanco Perl
339 ZS-Y-091 UNSACC - - - Pert
340 ZS-Y-092 UNSACC - - - Perd
341 ZS-Y-093 UNSACC Cusco Urubamba Monte Llacon Perd
342 ZS-Y-096 UNSACC Cusco Urubamba Monte Llacon Perl
343 ZS-Y-097 UNSACC - - - Pert
344 ZS-Y-100 UNSACC Cusco Cusco Llacon Perd
345 ZS-Y-101 UNSACC - - - Perud
346 ZS-Y-103 UNSACC Cusco Cusco Yacon Perl
347 SS 001 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perl
348 SS 002 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perd
349 SS 004 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perd
350 SS 005 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perl
351 SS 006 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perl
352 SS 008 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perd
353 SS 009 UNSCH Ayacucho* - Yacon Peru
354 SS 010 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perl
355 SS 011 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perl
356 SS 012 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perd
357 SS 013 UNSCH Ayacucho* - Yacon Perud
358 SS014 UNSCH Ayacucho* - - Perl
359 SS015 UNSCH Ayacucho* - - Perl
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ANEXO 2: Listay detalles de los Protocolos de AFLP. El protocolo esta basado en Vos

et al. (1995) y optimizado para usar todos los reactivos en € CIP.

A Digestion
Reactivo 1Rx (pL)
Tampdn de Restriction (5X) 8
Cloruro de Sodio (0.5M) 4
Suero Albumina Bovino (10
0.4
mg/mL)
Mse INEB (10 U/L) 0.5
Eco RINEB (20 U/L) 0.25
ADN 500 ng
Agua libre de nucleasas Up to 40 pL

Incubar por 3h a 37°C. No inactivar la enzima de

restriccion

C. Amplificacion Preselectiva

Reactivo 1Rx (uL)
Tampdn de PCR 10X 2.5
Desoxiribonucleotidos
(5 mM) 1.25
Iniciador E-00 (50ng/pL) 1
Iniciador M-00 (50ng/uL) 1
7ag polimerasa N (1:2) 0.1
Producto de Digestion-ligacion 5
diluido (1:4)
Agua libre de nucleasas Up to 25 pL

B. Ligacion
Reactivo 1Rx (uL)
T4 Tampon de ligacion NEB 2
(10X)
Cloruro de Sodio (0.5M) 1
ATP (10 mM) 1
Suero Albumina Bovino (10 01
mg/mL) '
Adaptador Mse (50 uM) 1
Adaptador Eco (5uM) 1
T4 DNA ligasa NEB
(2000 U/L) 0.035
Agua libre de nucleasas Up to 10 pL

Incubar toda la noche (16h)
A temperatura ambiente (20 — 25°C)

D. Amplificacién Selectiva

Reactivo 1Rx (uL)
Tampdn de PCR 10X 1.1
Desoxiribonucleotidos 0.6
(5 mM) )
Iniciador E+3 (50ng/uL) 2
Iniciador M+3 (50ng/uL) 0.3
7ag polimerasa P (1:4) 0.16
Producto de Preamplificacion 5
diluido (1:10)
Agua libre de nucleasas Up to10 pL

Usar tampon TioEo 1 para las diluciones. Los rangos de dilucion pueden ser modificados de acuerdo a la

intensidad de las bandas.
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PCR- Reaccioén de la Cadena Polimerasa

Las condiciones PCR para los marcadores AFLP tienen dos diferentes programas
[lamados Pre-amplificacion y Amplificacion Selectiva:

Pre-amplificacion:

1° paso lciclode 94°C por 4 minutos

2° paso 20ciclode  94°C por 30 segundos
56°C por 30 segundos
72°C por 60 segundos

3° paso lciclode 72°C por 4 minutos

Amplificacién Selectiva:

1° paso lciclode 94°C por 4 minutos

2° paso 11 ciclode 94°C por 20 segundos
66°C por 30 segundos (-1°C por ciclo)
72°C por 2 minutos

3° paso 20ciclode  94°C por 20 segundos
56°C por 30 segundos
72°C por 2 minutos

4° paso 1ciclode 72°C por 4 minutos



ANEXO 3: Listade descriptores de yacodn. (Arbizu, et al., 2001).

DESCRIPTORES PARA YACON (2001)

1. Color predomi nante de tallos
1 Verde anarillento
2 Plrpura grisaceo claro
3 Pdrpura grisaceo oscuro

2. Color secundario de tallos y su distribucioén
0 Ausente
1 Verde anarillento en nudos
2 Purpura en nudos Yy entrenudos

3. Ranmificacioén de tallos
0 Ausente
1 Predoni nant enente apica
2 Predom nant emente basa
3 Através de todo el tallo

4. Color de follaje
1 Verde amarillento
2 \Verde
3 Verde con pignentaci on purpura grisaceo 0 nmarron

5. Pignmentacion de | a nervadura (envez)
0 Ausente
1 Presente

6. Pignentacion de |a hoja apica
0 Ausente
1 Presente

7. Fornma de la |l amna y base
1 Deltoidea - Truncada
2 Cordada - Lobada
3 Triangular — Hastada
4 Triangular — Sub hastada

8. Borde de la | am na
1 Crenado
2 Dentado
3 Dobl enent e dent ado

9. Habito de floraci6n

0 N nguna
3 Escasa

5 Moder ada
7 Abundant e

10. Color de las flores ligul adas
Amarill o oscuro
Amarill o naranja

N -

11. Forma de la flor ligulada
Ovada
ol ongo

N -
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

N O

= O wWN P AWM PR = O

oA, wWNBE

Eliptico

Ninero de dientes de las flores |igul adas
Ausent e

Bi dent ado

Tri dent ado

Producci 6n de senilla
Ausent e
Presente

Color de la superficie de la raiz reservante
Amarillo claro

Pirpura grisaceo claro

PUrpura grisaceo oscuro

Azul violeta

Color de la pulpa de la raiz reservante

Bl anco

Bl anco anarillento

Bl anco anarillento con noteaduras irregulares purpura
rojizo

Bl anco amarillento con noteaduras irregulares pdarpura
grisaceo oscuro

Amarillo claro

Amarill o naranja

Naranja claro

Tendencia a formar hendi duras en | as raices reservantes
Ausent e
Presente

Col or de | os propagul os
Bl anco
Bl anco con rojo purpdreo
Roj o purpuireo con bl anco
Roj o pur pureo
Parpura gri saceo oscuro
Azul violeta
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