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El hombre encuentraa
Dios detras de cada puerta
gue laciencialogra abrir.
Albert Einstein

L as cosas son parecidas,
por eso lacienciaes
posible. Las cosas son
diferentes, por eso la
ciencia es necesaria.
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l. RESUMEN

La papa (Solanum spp.) tiene una gran importancia dimenticia y es de gran utilided
en d megoramiento genético, esta representado por 8 especies cultivadas y drededor de
200 especies slvestres con gran diversidad de caracteres. El “Proyecto de Conservacion In
Stu de los cultivos nativos y sus parientes sSlvedres’ se viene desarrollando como
respuesta a la amenaza latente de perdida de la diversdad genética y busca fortdecer la
conservacion de las especies nativas mas importantes en las checras de los campesinos.
Una de las primeras acciones ha Sdo inventariar y caracterizar la diversidad y variabilided
de los cultivos priorizedos. Para € caso de la papa, los inventarios y € uso de marcadores
morfolégicos han demodtrado un dto grado de diversdad genética mantenida por los
agricultores andinos, sin embargo, debido a que edtas caracterigticas morfologicas son
afectadas por € ambiente se hace necesario corroborar los resultados obtenidos mediante
otras técnicas que no se encuentren bajo lapresion ambiental.

Por ta motivo, se decidid andizar € grado de diversdad genética presentada en
una muestra deatoria de 79 variedades nomindes de papa nativa (Solanum spp.)
procedente de cinco zonas del Perd (Ayacucho, Cgamarca, Cuzco, Huancaveicay Puno)
cultivadas en las chacras de los agricultores que forman pate dd Proyecto de
“Conservacion In situ de los cultivos nativos y sus parientes silvestres’, mediante d uso de
18 marcadores moleculares microsatélites SSR

Los microsatélites son secuencia cortas de di, tri o tetranucledtidos que estén
digtribuides en tandem a lo largo dd genoma, sSiguen una herencia menddiang, no son
afectados por factores ambientales, son de carécter codominante y tienen un ata tasa
polimérfica. Las secuencias son detectadas mediante PCR con & uso de iniciadores
especificos, separacion en geles de poliacrilamiday tincion con plata

Los andigs de agrupamiento, riqueza délica y andiss de diversdad genética
redizados a patir de los datos obtenidos de 19 locus microsatéites registrados,
demostraron @ dto grado de diversdad genética que presenta la muestra colectada y
corrobora los resultados obtenidos en @ proyecto In situ. Ademés la comparacion de la
riqueza aélica mantenida por cada region de coleca hace presumir que exise un flujo

génico congtante entre estos lugares.



I[1.  INTRODUCCION

La papa es uno de los cultivos de mayor importancia dimenticia, superior a todos
los otros cultivos en la produccion de proteinas, por unidad de tiempo y superficie, y en la
produccion de energia Ocupa d quinto lugar en consumo humano y € cuato lugar en
cuanto avalor de produccion mundial, después del arroz y mani (Horton, 1992).

La papa posee los mayores recursos genéticos conocidos para un cultivo, tiene
drededor de 200 especies slvestres con gran diversdad de caracteres y con la ventga de
poder incorporarlos en cultivares mediante cruzamientos y manipulaciones genéticas. Por
otra parte, la riqueza enorme de germoplasma cultivado de los Andes esta representado
por ocho especies cultivadas en una serie poliploide (2n=24, 36, 48 y 60), que incluye unas
4000 variedades, ademas su dto potencid genético para € rendimiento y su amplia
adeptabilidad bgo diferentes cdimas lo hace un cultivo muy vdioso para contribuir a
solucionar los problemas de la dimentacion (Estrada, 2000). Debido a estas caracterigticas,
en los Ultimos afios ha aumentado € interés de las epecies de papa nativa por su potencia
en la agrobiodiversdad, meorando variedades comercides, contrarrestando plagas e
inclusve en d mercado indudtrid y farmacéutico. Este interés se ve incrementado debido a
la amenaza latente de pérdida de diversdad y variabilidad conocido como “erosién
gendticd’ que pueden sufrir los cultivos andinos. El factor principa de esta erosion es la
presion culturd gercida sobre los pueblos andinos, que ha conllevado a cambiar muchos
de sus hédbitos de sembra, d desplazamiento de sus cultivos tradiciondes por variedades
més comercides, poca vaoracion en d mercado de sus productos, la migracion de la
poblacion joven hacia las capitdes, la dta infeccion por virus y mayor preson de las
plagas y enfermedades (INIEA, 2005 a-e; Huaman, 2002a).

Son los campesinos los principales conservadores de estas variedades nativas en
forma tradiciond, préactica que tiene origen desde tiempos preincas. De esta manera
conservan en sus tierras de cultivo la mayor cantidad de variedades posible para afrontar
los riesgos del clima, enfermedades y paradtos, y asi, asegurar su fuente de dimento
(Tapia, 1998).

La fdta de un plan de contingencia para evitar esta pérdida y de gpoyo hecia los
pueblos andinos que mantienen de manera tradiciond estos cultivos, hace que la pérdida
de muchas variedades de papa y otros cultivos andinos, de gran potencid genético, sea
irremediable.



Para afrontar estos problemas, en € afio 2001 se implementé & Proyecto de
“Conservacion In Stu de los cultivos nativos y sus parientes slvestres’ € cud busca
fortalecer la conservacion de las especies ndiivas y sus parientes slvestres en y arededor
de las chacras, los factores que lo hacen posible ydevar d nivel de conciencia sobre su
vaor biolégico, culturd 'y nutriciond en d ambito locad 'y naciond (INIEA, 2005 a-€).

Para comprender la dindmica de la conservacion in situ, es necesario conocer la
taxonomia de las especies a conservar, la descripcién morfologica, citolgica, fisoldgica y
genética para definir las relaciones intra e interespecificas, asi como, es indispensable la
clasificacion intraespecifica para planificar edtrategias de conservecion in situ (Sevilla,
2004).

Los inventarios y la caracterizacion de la diversdad y variabilidad genética
conservada in situ de los cultivos priorizados, complementado con los mecaniamos de
intercambio de semillas, son los sugtentos cientificos més importantes para demostrar €
dto grado de diversdad genética conservado por los campesinos en sus chacras. As
mismo, ayuda a judtificar un cierto nivel de proteccion por parte del Estado en los aspectos
culturdesy biolégicos (INIEA, 2005 & €).

Por ta motivo, se consderd necesario respaldar los resultados obtenidos de la
caracterizacion de dichos cultivos, en especid de cultivo de la papa, mediante € uso de
otras técnicas que pudieran determinar e grado de diversidad que presenta este cultivo.

El uso de técnicas moleculares fue degido para este trabgo, debido a que no son
afectadas por la preson dd ambiente y dan una informacion genotipica mas completa. Se
decidi6 usar los marcadores microsatélites, por ser mas informativos para estudios
genético poblaciondes, por su caracteristica genética codominante, su ato grado de
polimorfismo, su facil reproducibilidad y por la exigencia de protocolos estandarizados
por € Centro Internaciond de laPapa. (CIP, 1997; Ghidain, 2001)

El presente trabgo tiene como findidad andizar € grado de diversdad genética
gue presenta una muestra aeatoria de 79 variedades nomindes de papa nativa Solanum
Spp.) procedente de cinco zonas dd Perd: Ayacucho (comunidad de Huayllay y
Qochapunco), Cgamarca (comunidad de El Lirio), Cuzco (comunidad de Pacchanta),
Huancavelica (comunidad de Antaccocha), y Puno (comunidad de Huancani) de
agricultores que forman parte dd Proyecto de Conservecion In situ, mediante € o de
marcadores microsatélites -SSR



El presente trabgo se llevd a cabo integramente en @ Laboratorio de Biologia
Molecular de la Sub direccion de Recursos Genéticos y Biotecnologia — SUDIRGEB dédl
Ingtituto Naciond de Investigacion y Extension Agraria - INIEA.



[1I. ANTECEDENTES

3.1 Lapapa (Solanum spp.)

3.1.1 Generalidades

La familia Solanacese contiene varias especies cultivadas de gran importancia
econdmica, tdes como @ tomate (Lycopersicum esculentum), la berenjena (Solanum
melongena L), e tabaco (Nicotiana tabacum), € pimiento (Capsicum annum) y la papa
(Solanum tuber osum).

El genero Solanum, d cud pertenece la papa, consste de gproximadamente 2800
especies, de las cudes 216 presentan o forman tubérculo, sendo 209 slvestres y 8
cultivadas (Hawkes, 1990). Todas tienen € mismo nimero base de cromosomas (X = 12),
y estan presentes en series poliploides, desde diploides (2n = 2x = 24) hasta hexapliodes
(2n = 6x = 72) (Hawkes, 1994). Tiene amplia adaptabilidad bgo diferentes climas que van
desde los dtiplaros entre los 2000 a 4000 m.sn.m. hasta las zonas bgjas o valles de la zona
torrida (intratropicos), desde 1000 a 2000 m.sn.m. Una vez introducida en regiones
nuevas, es reativamente fé&cil adeptarla a los ssemas de cultivo y rotacion (Estrada,
2000).

La papa fue domesticada hace 10,000 afios en € dtiplano, d sureste de Perd y
noreste de Bolivia, segin andisis con carbono 14. No se conoce con exactitud la especie
silvestre que originé las especies cultivadas diploides, y lo més probable es que esta
especie haya desgparecido a cruzarse con otras especies semicultivadas o slvestres (Grun,
1990).

Las especies cultivadas de la papa se diginguen de sus slvestres relaivos por las
sguientes caracteridticas. las cultivadas llevan tubérculos agradables d padadar, los
tubérculos forman grupos drededor de la base, son de gran tamafio y numerosos. Al
parecer la sdeccion humana se dirigio hacia los tubérculos més agradables, de mayor
tamafio, de gran produccién y de rdpida cosecha. Estas tres caracteristicas son comunes en
las ocho especies de papas cultivadas incluyendo las dos subespecies, a pesar ddl extremo
polimorfismo que existe entre dlas (Matsubayashi, 1991).



3.1.2 Origeny evolucidn delasespeciesde papa cultivada

En los primeros estudios sobre d origen de las papas domesticadas hubo
discrepancias entre los diferentes investigadores que abordaron € tema y principadmente
e postularon dos teorias:

La primera sogtiene que es poshble la existencia de dos centros de domesticacion,
como fue descrito r Vavilov en 1951. Esta teoria es gpoyada por la escuela rusa con
Bukasov a la cabeza, y sodiene que deben exigtir dos centros de origen, uno principd,
Stuado en d macizo andino peruano-boliviano y € otro secundario, que comprende & Sur
de Chiley Chiloé

La segunda teoria apoyada por Hawkes, reconoce la existencia de un solo centro de
domesticacion comprendida por la region sur de Pertl y Bolivia; por consiguiente la papa
se digpersd a centro y norte del Perdl, alcanzando por € norte hasta Colombia y por € sur
hesta Chile.

En los dltimos afios, los egtudios genéticos, bioquimicos y moleculares han
corroborado la teoria de la existencia de un solo centro de domesticacion ubicado en la
region peruana: boliviana (Hawkes, 1990, Sponner y col, 2005).

La egion dd lago Titicaca seria € centro de origen de la papa cultivada debido a la
exigencia de un gran nimero de especies, a igua que de variedades cultivadas (Hawkes,
1962). Se presume que la papa fue domesticada hace unos 10,000 afios por la mujer andina
cuando & hombre se dedicaba a la caza y pesca y se puede decir con certeza que este
cultivo hasido labase de las civilizaciones y culturas andinas (Estrada, 2000).

Diversos edtudios citolégicos indican que la evolucion de las papas cultivadas ha
sdo en la direccion diploide a pentaploide. Esto debido a la presencia de un nimero bésico
X = 12, presente tanto en especies cultivadas como en silvestres, la exisencia de una serie
poliploide de especies, desde diploides hasta pentaploides y la presencia de especies
diploides tanto sSilvestres como cultivedas. Bgo este concepto las diploides serian las mas
primitivasy las pentaploides |as més recientes (Vasquez, 1988).

Seglin Hawkes (1990) las primeras papas domesticadas pertenecieron a la especie
diploide Solanum stenotomum, la cua se derivd de Solanum Ieptophyes o probablemente
de Solanum canasense. A U vez, S stenotomum probablemente se cruz6 con Solanum
sparsipilum, una especie slvestre diploide, seguida de una duplicacion cromosdmica que
dio origen a la especie cultivada tetrgploide Solanum tuberosum subsp. andigena, aunque

adgunos trabgos indican que esta especie tetrgploide se origind directamente de S



stenotomum por smple duplicacion cromosdmica Esta subespecie d ser llevada d sur de
Chile por los antiguos habitantes de los andes se adapto a los dias largos y evolucion6 a
Solanum tuberosum subsp. tuberosum. Posiblemente la subsp. andigena, como progenitor
masculino, se cruzd con otra epecie sivestre diploide (posiblemente Solanum chacoense),
poseedora de factores para la esterilidad citoplasmica, y dio origen a la subsp. tuberosum
(Estrada, 2000).

Las otras especies cultivadas diploide son Solanum goniocalyx que es un derivado
de S. stenotomum y gparecié como una variante extrema. Solanum phurgja descrita como
una especie cultivada derivada por seleccion y mutaciones de S. stenotomum. Por Ultimo,
Solanum ajanhuiri es un hibrido natural derivado dd cruce entre S. genotomum y Solanum
megistracolobum un diploide resstente a heladas (Hawkes 1982,1990).

Ademéds exigen 2 especies triploides cultivadas Solanum chaucha y Solanum
juzepczukii. Se ha sugerido que S. chaucha es un hibrido triploide que resulté de cruces
naturales de S. tuberosum subsp. andigena con S. stenotomum. Y S juzepczukii esun
hibrido derivado del cruce entre S stenotomum y Solanum acaule, una especie sivestre
tetraploide con dtaresistenciaalas hdladas (Hawkes, 1962).

Solanum curtilobum es una especie cultivada pentaploide que apareci6 como
hibrido naturd pentaploide € cud fue formado a través de la union de un Gvulo no

reducido de S. juzepczukii con polen no reducido de S tuberosum subsp. andigena
(Hawkes, 1962; Schmiedichey col 1982) (Ver FiguraN° 1).

3.1.3 Diversidad de especies de papa cultivada

3.1.3.1Especies Diploides (2n = 24)

Solanum stenotomum Juz. et Buk., Eda especie se distingue, de manera fécil
e inconfundible por la forma tipica dd tubérculo, que aunque varia de redondo
a cilindrico, delgado a grueso, posee en todos los casos enunciados, gran
nimero de yemas, profundas, estrechas, con tuberosidades muy pronunciadas,
dando € aspecto, segiin Hawkes de “concerting’. El color de los tubérculos es
variado, segin la variedades pueden ser blanco, amarillo, rosado, etc. Es
susceptible a virods, mas comin que en las otras especies, d igud que d
hongo Alternaria solani y a la lava de Premnotrypes solani (Vargas, 1949;
Hawkes,1990).



Solanum goniocalyx Juz. et Buk. Comunmente llamada “papa amarilld’ o
“ckelo papd’ en la zona centrd del Per(; tiene una digtribucion geogréfica
ampliatan vastacomo S. tuberosum subsp. andigena.

Los caracteres de forma, color del tubérculo, asi como € color de la carne, de
un amaillo tipico, hacen a esta egpecie, bagtante diferente de las demés.
Afiadiendo a esto los caracteres de otros drganos vegetativos y de los
reproductores; siendo € color de la corola blanco crema pdida (Vargas, 1949;
Hawkes, 1990).

Solanum phuregja Juz. et Buk., Poseen consderable resistencia a varios
importantes “stresses’ bidticos tales como tizon ardio Phytophtora infestans),
marchites bacteriana  (Ralstonia solanacearum), nematodos (Meloidogyne
incognita) y virus (Virus X e Y de la papa), asi como “sresses’ abioticos.
Presenta hojas insertas d tdlo en angulo agudo, foliolos estrechos y producen
tubércul os con buenas propiedades culinarias (Vargas, 1949; Hawkes,1990).

Solanum agjanhuiri Juz. et Buk. Las primeras colectas taxondmicas la redizo
S. Juzepcezuk en € dtiplano por encima de la ciudad de La Paz. (3800-4100
m.sn.m.). También conocida como "Ajawiri" en Aymara. Poseen plantas
arosgtadas y hojas poco pilosss. Presentan resstencia a heladas
(Hawkes,1990).

3.1.3.2Especies Triploides (2n = 36)

Solanum chaucha Juz. et Buk., Son considerados precoses, producen entre 90
a 100 dias. Se les designa por esto, en genera, “chauchd’ para denotar su
precocidad, aun cuando también dicho termino es usado a menudo para
cuaquier otro clon que posea dicha caracteristica, como en € caso de algunos
clones de S. tuberosum subsp. andigena. De tubérculos largos fusiformes, con
muchas yemas peguefias, edrechas, supeficides, brotes blancos con
pigmentacion rosada o plrpura (Vargas, 1949; Hawkes, 1990).



Solanum juzepczukii Buk., Espedie que se disingue facilmente por su habito
de crecimiento en roseta; flores azules pequefias, en generd desarrollo muy
limitedo. Semgante a la epecie slvestre S, acaule Bitt., en su hébitat porque
crece a grandes dturas y es resgente d frio. Su digtribucion geogréfica esta
limitado d Sur-Periy aBolivia

La forma de tubérculo varia segin las variedades que van desde curves,
ovaladas, conicos, largo o chatos, de igua forma € color, amarillento, azul
claro u oscuro. Es susceptible a Phytophtora infestans y Alternaria solani
(Vargas, 1949; Hawkes, 1990).

3.1.3.3Especies Tetraploides (2n = 48)

Solanum tuberosum subsp. andigena Hawkes., Es la especie que posee mayor
nimero de variedades, entre todas las papas cultivadas andinas. Tiene amplio
margen de vaiacion adgptativa, gran desarrollo vegedtivo, de los drganos
reproductores, los tubérculos, etc. En cuanto a su adaptacion, crece desde los
valles mesotérmicos y sus laderas, hasta los dtiplanos de la Puna.

Es de periodo vegetativo largo de 5 a 7 meses, floracion abundante, polen muy
fértil y abundante produccién de bayas. Los tubérculos son de formas muy
vaiadas, numerosos y de tamaio mediano y pequeiio, con 0jos ligeramente
profundos y de dto porcentge de amidon (Vargas, 1949; Hawkes, 1990;
Estrada, 2000).

Solanum tuberosum subsp. tuberosum. Es de periodo vegetativo corto de 3 a
4 mess, floracion exasa y por corto tiempo, polen estéril en muchas
variedades, escasa 0 nula produccion de bayas. Los tubérculos son regulares y
de buena forma, con ojos superficides, de gran tamafio y escasos. Se distribuye

principamerte en laregion sur de Chile (Hawkes, 1990).

3.1.3.4Especie Pentaploide (2n = 60)

Solanum curtilobum Juz. et Buk., Unica especie cultivada pentaploide, de
hébito de crecimiento mediano o enano, hasta de 35 cm. de dtura, robusta,



foliosa, comUnmente cultivada en las penillanures y dtiplanos comprendides
entre los 850 - 3600 m.s.n.m. Se distingue por poseer 45 foliolos primarios los
cuaes son anchos, ovaados, de muy pocas entrehojuelas, haz menos piloso que
d envés Tubéculo ovd, ova-redondo, chato; variable en & color, blanco,
pigmentado de morado, azul claro y morado (Vargas, 1949; Hawkes, 1990).

(Ver FiguraN° 2y FiguraN° 3)

3.1.4 Clasificacion taxonémica de Solanum spp.

Las especies cultivadas de la papa estén cladficadas dentro de la sguiente posicion
taxonomica segun & Sisema de Engler (Engler, 1887-1915):

Reno : Vegetd
Divison : Faner6gamas
Subdivison : Angiospermas
Clase : Dicotileddness
Subclase : Smpéda
Seccion : Anisocarpeas
Orden : Tubifloriness
Familia : Solanacese
Genero : Solanum

Seccion . Petota

Especies  : Solanum spp

(Informacién tomada de Ochoa, 1999).



3.2 Diversidad genéticay variabilidad genética

La diversdad genética e define como: "la variedad de diferentes genes en una
poblacion reproductiva, dentro de una especie 0 dentro de todas las especies encontradas
en un &ea dada'. El término diversdad genética se usa para abarcar la diversdad dentro
de una especie, mientras que diversdad especifica es la expresion para la diversidad entre
las especies, segiin propone Robert y Chrigtine Prescot-Allen (FAO/PNUMA, 1991).

La diversdad genética exigte en tres nivdes (@) diversdad dentro de las
poblaciones reproductivas, (b) diversdad entre poblaciones reproductivas, y (c) diversidad
entre las especies. (FAO/PNUMA, 1991).

No hay que confundir la diversidad genética con la variabilidad genética que esta
condtituida por las diferentes caracteristicas dentro de una especie. Las especies pueden ser
més 0 menos vaiables. La variabilidad genética se gplica a las caracteristicas, puede ser
cuantificada en términos de variancia genética aditivay no aditiva (Sevilla, 2004)

Para conocer la diversdad genética es importante conocer que causa td
diferenciacion, y como este proceso influye en la estructura de la diversdad genética, por
€lo es necesario desarrollar estrategias para megorar la busqueda de accesones de
germoplasma deseadas 0 caracteristicas deseadas y que puedan ser llevadas eficientemente
a grandes grupos de accesones 0 en gran numero de poblaciones consenadas in Situ
(Brown, 1989).

La diversdad genética dentro de una especie no edta digribuida uniformemente a
través del rango de ambitos en los que ocurre. Evidencias actudes sugieren que la
digtribucion geogréafica puede tener mucho que ver en la variacion observada en plantas
slvestres (Hamrick y Godt, 1990). En los cultivos, los patrones de distribucion geogréfica
también reflgan @ efecto de la sdeccion humana en ambientes particulares asi como la
historiadel desarrollo ddl cultivo en diferentes locdizaciones (Hodgkin, 1995).

Seglin Marshdl y Brown (1975) las estrategias de conservacion no solo podrian
tomar la digtribucion absoluta de un aédo particular o grupo de a€dos sno también sus
frecuencias. Sugieren que exisen 4 clases de addos que podrian ser reconocidos @)
Comunes, ampliamente digribuidos, b) Comunes, locamente digribuidos, ¢) Raros,
ampliamente digtribuidos y d) Raros, locamente distribuidos.

Colectar la primera clase de ddos no es problema ya que taes aeos parecen estar

incluidos en pequefiess muestras colectadas de pocas poblaciones. La conservacion de



delos raros ampliamente didtribuidos dependera de los recursos totdes destinados a la
consarvacion y sra rdaivamente insendgtivo a la edrategia degida La incluson de ddos
raros locamente digribuidos serd muy dependiente del efecto estocagtico y tdes deos
sadn incluidos solo s d tamafio de la muetra es muy grande. Sin embargo, la
conservecion de los delos comunes en locdizaciones especificas no estan ampliamente
digtribuidas dependerén de la edtrategia de muestreo en particular elegida y de los métodos
para locdizar tdes variaciones. También consderan que eta clase de ddos es
paticularmente de interés porque incluirian adelos de dgnificancia adeptativa para las
poblaciones que los poseen. Ademés disponen de agunas medidas de diversdad. Se
pueden identificar dos conceptos riqueza déica (€ nimero de ddos digintos en una
muestra) y la digribucion déica (distribucion de frecuencias ddicas) (Brown y Wair,
1983).

3.3 Erosion Genética

Se denomina Eroddn genética a la perdida gradud de la diversdad gendica
Aungque generdmente es aceptado que una cantidad dgnificativa de eroson genética
ocurre y sigue ocurriendo con la destruccion de ecodstemas y habitats por las actividades
humanas, exise muy poca informacion sobre las cantidades precisas y extenson de la
perdida (Sevilla, 2004). Ciertamente, debido a las comodidades dimenticias actuales ha
habido un dramético incremento del uso de un pegueiio nimero de cultivos uniformes
dtamente sdeccionados y esto ha sdo asociado a la reduccién de nimero de cultivares
nativos (en especid en paises en desarrollo) y a la reduccion de areas en donde cultivos
tradiciondes y nativos crecian. La extenson de la perdida de diversdad délica de cultivos
particulares no ha sido establecida (Hodgkin, 1995).

3.4. Conservacion In Situ

34.1 Generalidades

Son muchas las edrategias de conservacion que se han ido desarrollando en €
transcurso del tiempo, desde las primeras colectas y reconocimiento taxondmico de
diversos cultivos nativos por los afios 20, y la creacion de Bancos de Germoplasma



(consarvacion Ex Situ) de los diversos tubérculos andinos y de otros cultivos de
importancia, a mediados de sglo XX. A inicios de la década de los 80, surge € interés en
la conservacion In Stu. Este cambio de direccion se reconocio en la Convencion sobre la
Diversdad Biologica, en la cud s enfatiza la complementariedad de las técnicas Ex situ e
In situ (Tapia, 1998).

De acuerdo a la Convencion de la Diversdad Bioldgica, se entiende por
conservacion In situ a la conservacion de ecosstemas y sus habitats naturaes, asi como €
mantenimiento y recuperacion de poblaciones de especies en sus medios naturades. En €
caso de especies cultivadas o domedticadas, la consarvacion in situ se rediza en los
habitats donde esas especies cultivadas han desarrollado sus propiedades didtintivas
(Sevilla, 2004; Hodgkin, 1995).

La conservacion in situ se hace necesaria principdmente debido a la gran
diversdad de especies que poseen agunos paises y la dificultad de conservarlos de manera
ex situ. Ademés, para muchas especies nativas no se conoce ni la forma de reproduccion
ni la edructura genética de las poblaciones lo que hace dificil pbnear estrategias de
consarvacion.

Los bancos de germoplasma de paises en desarrollo tienen muchos problemas de
mantenimiento. Los costos de conservacion son dtos y los procedimientos utilizados
reducen, en muchos casos, la varigbilidad de la muestra. Ademés, los bancos representan
solo unafraccion de la diversdad de la especie (Sevilla, 2004; Hodgkin, 1995).

Algunas experiencias globaes preiminares de la consarvacion in situ han logrado
obtener dgunos acances vaiosos. Se ha viso que por lo generd la mayor diversdad se
encuentra en las chacras de los pequefios agricultores, ademas muchos de dlos siguen
produciendo sus variedades tradicionales a pesar de la importancia que se le ha dado a la
semilla mgorada. Los problemas ecoldgicos y ambientales como la degradacion de suelos
y largas sequias son una gran amenaza y la fdta de una legidacion adecuada dificulta la
préctica sogtenible de la conservacion. También se evidencia € importante rol de la familia
y en especid delamujer en la conservacion (Sevilla, 2004).

3.4.2 Proyecto de “Conservacion In situ de los cultivos nativos 'y sus parientes

silvestres”

En € PerG hay una gran diversdad culturd que edta ligada a la conservacion de la

biodiversdad. El proyecto denominado “Conservacion In situ de los cultivos nativos y sus



parientes silvestres’, esta orientado a reforzar la conservacion en chacras de los cultivos
nativos, contando con la participacion de las comunidades campesinas del pais.

Al cierre dd proyecto, en d afio 2005, los avances y logros mas notables
conseguidos son: la identificacion de ocho microgenocentros, la identificacion de 26
amenazas didtintas, € registro de mas de 750 agricultores conservacionistas, inventarios de
chacras, ubicacion y medidas de las mismas, d desarrollo de una metodologia estandar
para inventariar la diversdad de cultivos en chacras campesinas (descriptores
convenciondes y campesnos), @ registro y conservecion de vaiedades ndives, la
identificacion participativa de agunos parientes Slvestres, € registro etnobotanico, la
organizecion e inventario de ferias campesinas, la identificacion de rutas de semillas de los
cultivos priorizados, @ registro de practicas agronOmicas conservecionistas, € regisro de
mas de 113 tecnologias tradiciondes, inventarios de productos, registros, platos tipicos y
saberes ancestrales campesinos (Sevilla, 2004; INIEA, 2005 a-€).

3.4.3 Inventariosy caracterizacion deladiversidad

Los inventarios y caracterizacion de las variedades nomindes de los cultivos
priorizados, dentro de elos la papa, fue utilizado dentro del proyecto de Conservacion In
situ para estimar € grado de diversidad y variabilidad que presentan dentro de las chacras
de los campesinos conservacionistas.

Al cierre del proyecto, d menos d 75% de las areas de cultivo seleccionadas en los
Stios objetivos de trabgjo se mantienen con respecto a la linea de base de la campafia
2001-2002 o0 == ha incrementado en un 10% en 141 comunidades andino-amazonicas del
Per.

En las comunidades de Cuzco, con respecto a las variedades de papa hubo un
incremento de variabilidad del 10% (NIEA, 2005 g mientras que en las comunidades de
Ayacucho que participaron en @ proyecto hubo un incremento de 250% en relacion d
2001 (NIEA, 2005 b). El resultado dd andiss a nivel dd digtrito de Pomata en Puno, en
la comunidad Lampa Grande hubo un incrementé en € registro de 140 a 497 variedades
nominades y en la comunidad de Huacani que comenzd su registro en la segunda campafia
agricola, incrementd en @ registro de 215 a 395 variedades nominales (INIEA, 2005 c). En
las comunidades de Lirio en Cgamarca, € registro se incremento de 35 a 205 variedades
nominaes de papa en la campafia 2004-2005, siendo la especie S tuberosum subsp.
andigena, la que presento un mayor nUmero variedades (INIEA, 2005d). Por ultimo, las



comunidades de Yauli en Huancavelica con respecto a la pgpa nativa han mantenido €
53% en relacion a la linea base de la campafia 2001-2002. Por otro lado, € incremento de
las papas nativas ha sido de 137%, sendo S. tuberosum subsp. andigena la que presento un
mayor incremento (INIEA, 2005 e).

3.4.4 Dindamicadeladiversidad en la Conservacion In situ

Sempre exise pédida e incremento de variedades;, la posesion de variedades y
especies por tanto no es una cuestion estética, por @ contrario, es muy dindmica y no
sempre se da a la vista de todos. Los inventarios se presentan en bases de datos, los cuaes
muestran que exige una fluctuecion tanto a nived de diversdad y vaiabilidad. Se
fundamenta la dindmica de la conservacion in Situ en funcion a los mecanismos de
provison e intercambio de semillas, dd mismo modo se reconocen en las précticas
tradicionaes como las més apropiadas (INIEA, 2005 a€).

La digribucion de la variabilidad, tomando como eemplo las papas nativas, d
acompafiamiento a los conservecionistas y los registros de inventarios, permite manifestar
que exigte un grado de digtribucion de la variabilidad que sin ser equitativa es un soporte y
garantia para la conservacion, puesto que aquellos agricultores que conservan pocas
variedades nativas, existen dgunas variedades que no las poseen aquellos agricultores que
conservan muchas variedades (INIEA, 2005 a €).

Otro aspecto importante es que no es posble mantener “demasiadas’ variedades,
puesto que a exigtir tantas, no todos sus usos son conocidos ni todas pueden ser agradables
para las comunidades 0 en todo caso no todas las variedades mantienen su rendimiento,

por |0 que se conservan aguellas que mantienen su vigor por més afios.

3.5 MarcadoresMolecularesen € estudio dela diversidad genética

La mayor limitante de cudquier edtrategia de conservacion para saveguardar la
diversdad genética y con dlo d potencid adaptativo de una determinada especie, es d
nived de caracterizacion de dicha diversdad, la cud se ha basado en la mayoria de los
cans en raggos morfoldgicos, los cudes s limitan d fenotipo (expresion dd genctipo)
que puede ser dfectado por @ ambiente, restringiendo de este modo € andiss de la
diversdad genética (Ayad y col, 1997).



Como dterndtiva para superar edtas limitaciones surgen los  marcadores
moleculares, que son secuencias dd ADN que pueden ser usadas para andizar minimas
variaciones genotipicas (polimorfismos) sn la intervencion de factores ambientdes,
ademés tienen la ventga de poder cubrir todo € genoma y de ser rdaivamente fijos o
perennes. Son usados con muchos propdsitos, entre elos estan los estudios taxondmicos,
edudios de filogenia y evolucion, para trazar rutas de domedticacion, para estudiar las
relaciones entre diversdad y ambiente y para estudiar d “pool génico” completo de un
cultivo o ladiversdad en una parte especifica de un pool génico.

Las categorias de marcadores difieren en agunos aributos nivel de polimorfismo,
grado de edabilidad ambientd, nimero de loc, bases moleculares dd polimorfismo,
practicidad y costos, por |0 que se eegird @ adecuado dependiendo del objetivo de estudio
y presupuestos (Karp y Edwards, 1995).

En @ caso de la papa, se puede observar la existencia de varios estudios redizados
con marcadores moleculares y bioquimicas. Los primeros trabgios en & Per fueron
redizados por & CIP, donde se utilizaron marcadores RAPD para andizar la diversdad
genéticade S phurgja y la congtruccién de una Coleccion nlcleo. (Ghidain, 1999). Los
marcadores moleculares RAPD, son secuencias de ADN amplificada por un iniciador
arbitrario y aunque son de bgo costo y no necesita conocimientos especiaes dd genoma a
andizar tiene como desventga su bgo vdor informativo debido a su naturdeza dominante
y su fdta de reproducibilidad, esto hace dificil la comparacion de resultados entre
diferentes centros de investigacion (Ferreiray Grattapaglia, 1998).

En d afio 2000, Huaméan rediz0 € andiss de la edructura génica de las
colecciones nlcleos de S. tuberosum subsp. andigena mantenidas en € CIP, mediante €
uso de isoenzimas, vaidando las edrategias de coleccion de esta especie. Las isoenzimas
también conocidas como marcadores bioguimicos, aunque en la actudidad sguen sendo
usados, tienen la desventgja de ser especificos de un tgido, de un estadio de desarrollo en
particullar o de su funcion metabdlica lo que les quita la caracteristica de neutraidad.
(Ferreiray Grattapaglia, 1999).

Estos primeros trabgjos estaban guiados a la identificacion de duplicados y a
vdidar las edtrategias de coleccion de los bancos de germoplasma. Aunque los resultados
obtenidos fueron favorables, era necesario corroborar 1o resultados por técnicas
moleculares més robudtas, configbles y que pudieran brindar megor informacion de la
diversdad genética mantenida.



3.6 Microsatélites 0 Secuencias Simples Repetidas — SSR

3.6.1 Basesgenéticasy estudiosrealizados

El uso de macadores microsatélites, sendo una técnica muy costosa en las
primeras etapas de su desarrollo, en comparacion con los marcadores ya mencionados
tiene mayores ventgas, 1o que ha hecho que en los Ultimos afios se implemente estudios de
diversdad genética basados en estos marcadores (Powell et. a., 1996a; Ames 2003 y
Andrade, 2001).

Las secuencias simples repetitivas SSR 0 microsatélites son  secuencias de ADN
consgentes de unidades repetitivas en tandem de mono-,di-tri-, tetra, o penta
nucledtidos, que se encuentran repartidos a través del genoma de muchas de las apecies
eucarioticas (Powell, 1996a).

El polimorfismo de los microsatdlites es revdado por € uso de amplificaciones de
PCR (Polymerase chain reaction) (Saiki y col, 1988) con ayuda de dos iniciadores Unicos,
compuestos de regiones cortas de aproximadamerte 20 nucledtidos especificas y
complementarias a las regiones flanqueantes de la region microsatdite. Estos productos
amplificados pueden ser detectados mediante geles de poliecrilamida de dta resolucion
con tincion en plata, radiactividad o florescenca

La dta tasa polimorfica caracteritica de los microsatdites, inclusve en organismo
con baa variabilidad genética (Zwettler et a. , 2002), es debida a que en edtas regiones
repetitivas exigen dtas tasas de eventos mutecionades debido principdmente a “dipped-
strand mispairing” (hibridacion errénea por dedizamiento de la hebra) lo que vienen a ser
errores de la ADN polimerasa durante € proceso de replicacion del ADN (Schiotterer and
Tautz, 1992 ) Estos errores se deben a que una de las cadenas ya sea la nueva o la antigua
s dediza o corre sobre la otra en d menos un motivo, resultando en un ma apareamiento
de las mismas y de ese modo ocurre un cambio en € nimero de replicaciones (Moxon y
Wills, 1999).

El crecimiento de edas regiones resulta de la ganancia de unidades repetidas a
través de tiempo, ya sea debido a eventos mutaciondes mas frecuentes 0 a eventos de
reparacion menos frecuentes. Debido a que las mutaciones agregan 0 Sustraen lentamente
unidades repetitivas a un areglo de microsadlites en paticular, una serie de ddos de
diferente tamafio (nUmero de repeticiones) aparecen en la poblacion (Jn y col, 1996; Pete

y col, 1997; Estoup y Cournet, 1999). El nimero de alelos es controlado por procesos



genéticos—-poblacionales clésicos tales como procesos de mutacion, sdeccion, flujo génico
y migracion (Di Rienzo 'y cool, 1994; Feldman'y col, 1997; Kriglyax y col, 1998).

Por ultimo, los procesos que hacen que una regidén microsatdlite desaparezca puede
deberse a que los areglos largos son particularmente propensos a deleciones grandes o
sudtituciones nucleotidicas smples. Aqui € evento podria regenerar aelos pequefios y
crear areglos interrumpidos, los cudes pueden reducir la base en la cud s genera €
polimorfismo srviendo como puntos de anclge contra los resbaones de la polimerasa
durante la replicacion (Hancock, 1999).

Para d caso de la papa, los microsatélites vienen siendo usados aproximadamente
hace 10 afios. Provan (1996) fue uno de los primeros en estudiar € potencid de los
microsatélites para @ andiss de la diversdad genética de cultivares de papa. Por otro
lado, Milbourne y colaboradores en 1997 comparan la eficiencia de tres marcadores
basados en PCR para diferenciar variedades de papa tetraploide llegando a la conclusion
que los microsatdlites presentaban mayor polimorfismo y mayores ventgas que los AFLP
y RAPD. En 1998 Milbourne logra determinar la locdizecion de 112 iniciadores
microsatélites en un mapa genético de papa previamente elaborado con RFLP.

En d Per(, en € afio 2001 Ghidain y colaboradores en € CIP, lograron seleccionar
18 iniciadores para secuencias microsatélites de pagpa, con un dto grado informativo (ata
resolucion dd producto amplificado, locdizacion en € genoma y polimorfismo devado),
con € fin de usarlos para caracterizar de manera rgpida y eficiente diversas variedades de
papa cultivadas y dlvedtres, Son este grupo de iniciadores los que fueron utilizados en €
presente trabgo (Ver anexos 11.2) sn tener dificultades mayores en estandaizar

protocolos y obteniendo patrones de bandas similares alos obtenidos en € CIP

3.6.2 Ventajasy desventajas de los microsatélites

Debido a que los microsadites son locus frecuentemente hipervariables, es decir,
poseen dgunos adelos en frecuences reaivamente dtas, elos son idedes para la
identificacion molecular de individuos. El paréon de relaciones entre individuos puede
también ser determinado mediante € uso de estos marcadores. Son consderadas
herramientas cas perfectas debido a su mturaleza dtamente descriminativa y codominante
(los estados homocigotes y heterocigotes pueden ser distinguidos), 1o cud los hace més
informativos que otros marcadores. (Powell y col, 1996b; Ferreiray Grattapaglia, 1998).



La mayor ventga dd andiss de microsatdites es @ gran nimero de bandas
polimorficas que d método revela Los valores de heterocigocidad encontrados para los
microsatélites son mucho mas eevados en comparacion con las dozimas (otro marcador
de loci smple) y los RFLP, que por lo generd es comin encontrar solo entre 2 a 4 delos
mientras que con microsatélites pueden revelar entre 2 a 25 aelos, demostrando asi su adto
grado de polimorfismo ( Powell y col, 1996b).

Los microsadlites d s marcadores codominantes permiten la  rgpda
identificacion de heterocigotes. La codominancia de los microsadites incrementa la
agudeza y eficiencia de medidas genético-poblacionales basadas en estos marcadores en
comparacion con otros marcadores taes como AFLP y RAPD (marcadores dominantes),
ademés, la identidad de heterocigotes en la generacion F1 hace de los andiss de flujo
génico, hibridaciéon y paternidad més smples (Shlotterer y Pemberton, 1994).

El hecho que  méodo s base en e ADN le otorga ventgas adiciondes taes
como su capacdad para trabgjar con materia antiguo u hojas secas en @ caso de plantas.
En comparacion con las dozimas, los microsaédites parecen ser sdectivamente neutrales
lo que no es esencid para estudios filogenéticos pero es una de las asunciones necesarias d
usar marcadores en muchos andisis (Robinson y Harris, 1999).

Por otro lado, una de las mayores desventgas dd uso de microsatdites es la
necesdad de busqueda de estos locus en € organismo a estudiar. Hay varias vias para la
bUsqueda de los microsatdlites;, sn embargo todas son complgas y de eevado costo como
por gemplo d desarrollo de bibliotecas gendmicas. En € caso de la papa, debido a la
exigencia de un “kit’ de iniciadores no s ha viso esta desventga Asi mismo, es
necesxrio usar en la mayoria de los casos, técnicas de separacion de fragmentos de dta
resolucion (geles de secuenciamiento),

Otra de las desventgias vienen a ser los reshaones (“dippage’) de la Taq
polimerasa durante € proceso de amplificacion, derivando en productos generamente
menos intensos que | os productos deseados.

El problema mas serio de los microsatélites representa en la homologia, ya que es
necesario asumir que los fragmentos comigrantes son  homdlogos, o cud no
necesariamente puede ser red, ya que mutaciones puntuales pueden ocurrir Sn afectar €
peso dd fragmento, esto condtituye un problema principamente cuando se quiere redizar
estudios filogenéticos (Robinson and Harris, 1999).



V. MATERIALESY METODOS

4.1 Materiales

411 Material Bioldgico

Colecciéon al azar: Se colectaron d azar 79 variedades nominaes de papa
nativa (Solanum spp.) peteneciente a los agricultores participantes dd
Proyecto de Conservacion In situ de los cultivos nativos y sus parientes
slvestre: 25 variedades de Ayacucho (8 de Luricocha y 17 de Vinchos), 14
variedades de Cuzco (Ocongate), 15 variedades de Puno (Pomata), 13

variedades de Cgamarca (Huasrin) y 12 vaiedades de Huancavelica
(Antacocha) (Ver Anexo 11.1).

Acidos Nucleicos:
ADN dd fago Lambda (Gibco)

ADN dd plasmido pUC 18 obtenido en d laboratorio de biologia molecular de
CIP

4.1.2 Enzimasy Kits
Kit de Amplificacion Taq polimerasa (Invitrogen)
Kit de secuenciamiento (Promega)
RNAasa(SIGMA)
dNTPs mix 20mM (Invitrogen)
Enzima de restriccion Msp | (Promega)

Enzima de restriccion Pt | (Gibeo)



4.1.3 Reactivos
Acido Acetico (Merck)
Acido Borico (Sigma)
Alcohol isoamilico (Merck)
Acrilamida (Sgma)
Agarosa (Sigma)
Azul de Bromofenol
Bisacrilamida (Sgma)
Bromuro de Etidio (Sigma)
Bromuro de Hexadeciltrimetil amonio (CTAB) (Aldrich)
Carbonate de Sodio (Merck)
Cloroformo (Merck)
Cloruro de Potasio (KCI) (Sigma)
Cloruro de Sodio (NaCl) (Merck)
Dimetil diclorosilano (repeente)
EDTA (acido etilen diamino tetra acético) (Sigma)
Etanol absoluto (Merck)
Formal dehido 37%(Merck)
Formamida (Sigma)
Hidréxido de sodio (Merck)
Isopropanol (Merck)
Mercaptoetanol (Sgma)
Naranja G (Sgma)
Nitrato de Plata
Nitrogeno liquido

Persulfato de Amonio (Sigma)



Persulfato de amonio (Sigma)

Sacarosa (Sigma)

Silano de adhesion (p- metacriloxipropil trimetoxi silano) (Sgma)
TEMED (N.N.N".N'-Tetra- metil etilen di- amina)(Applichem)
Tiosulfeto de Sodio

Tris(Tris[hidroxi metil] amino etano ) (Sigma)

Urea (Applichem)

Xilene Cianol(Sigma)

4.1.4 Equipos

Bao Maria (Precison Scientific, modelo 188)

Camara de Electroforesis Horizontd (Gibco)

Camaras de Electroforesis Verticd (Gibco, Modelo S2)

Captador de imagenes digital (Clear One)

Fuentes de Poder de 200 y 3600 voltios (EC 250-90 Termo e ectrocorporation)
Juego de pipetores de 0.5-10, 2-20, 10-100, 50-200 y 100-1000 ml (Eppendorf)
Microcentrifuga (Eppendorff)

Orbital Shaker (VWR DS2—- 500 E2)

Sistema de Agua Ultrapura (Barnstead — Easy pure)

Termocicladores (MJ. Research, modelo PTC 100y PTC 200)

Trangluminador UV (Bio Rad)



4.1.5 Materialesdevidrioy otros

Cintaadhesiva (Masking tape)

Espétulas, pinzasy tijeras

Gradillas para tubos de microcentrifuga

Guantes de vinil (Safe Skin)

Matraces y vasos de precipitado

Papel Watman N° 1

Placas de policarbonato para PCR de 96 muestras con tapas (Axigen)
Placas de vidrio para eectroforesis vertica

Probetas de 100, 250, 500 y 1000 ml

Puntas plasticas cortadas 200 ml (Daigger, Oxford y Fisher)

Puntas plésticas sin cortar de 50, 200y 1000 ml (Daigger, Oxford y Fisher)
Tubos paramicrocentrifugade 0.6 mi

Tubos paramicrocentrifugade 1,5 ml



4.2 Métodos

4.2.1 Extraccion de ADN

El ADN fue adado mediante d Méodo CTAB modificado de Doyle y Doyle
(1990).

Se utilizaron hojas jovenes y frescas de tubérculos sembrados en invernadero de
una edad gproximada de 1 mes, enviados de las zonas estudiadas. Se pesaron 100 mg de
tgido (aproximadamente 2 a 3 hojas medianas) y se molieron en morteros preenfriados
con nitrégeno liquido. El pdvo obtenido fue transferido a 2 tubos de microcentrifuga de
1.5 ml, a cada tubo se le adiciond 700 nh de CTAB 2X y 2 mi de Mercaptoetanal, luego
se agitd suavemente e incubd a 65 °C por 45 minutos con agitaciones cada 15 minutos y se
dg 6 la muestra atemperatura ambiente por 2 minutos.

A cada tubo se agregd 700 ul de CIA (cloroformo acohol isoamilico 24:1)
agitandolos suavemente. Se centrifugaron por 5 minutos a 14000rpm. La fase acuosa fue
Separada en nuevos tubos, cuidando de no absorber la interfase, d resto del materid fue
descartado (interfase y preci pitado)

Se agregaron 50 nh de CTAB 10X (en 0.7M de NaCl), agiténdose suavemente hasta
obtener una mezcla uniforme.

Se repitieron los pasos con € CAl, la centrifugacion por 5 minutos a 14000rpm y la
separacion de lafase acuosa

Se agregbé un volumen igud de isopropanol (-20 °C) a cada tubo y luego fueron
invertidos varias veces y dgados enfriar a -20 °C por 30 minutos. Se centrifugaron a
14000 rpm por 20 minutos'y se elimino e sobrenadante sin perder € precipitado de ADN.

El precipitado fue lavado por 3 minutos con 1 ml de etanol d 70%, se centrifugaron
a 14000rpm durante 30 minutos y se dimind con cuidado € etanol. El precipitado es
sometido a un segundo lavado con etanol d 95%, nuevamente centrifugado a 14000 por 30
minutos y € sobrenadante fue diminado.

Cada muestra de ADN fue diluida en 100 nh de TE, se agrego 2 m de RNAsay se
dgo incubando a 37 °C durante 2 horas. Luego de este proceso € ADN puede ser
admeacenado indefinidamente a- 20 °Cy a— 4 °C para uso proximo.

Para ver lacomposicidn de los reactivos utilizados ver d anexo 11.3



4.2.2 Evaluacion delacalidad y cantidad de ADN

La cdidad y concentracion dd ADN extraido se llevo a cabo mediante
electroforess en geles de agaosa d 1% utilizando como patrén de referencia a fago
lambda cortado con laenzima Pst |.

Se pesaron 1 gr. de agarosa 'y e diluyo en TBE 1X caentandolo por 3 a 5 minutos
en un horno microondas. Luego de enfriar la solucion drededor de 40 ° C se le agrego 2
nh de Bromuro de etidio (10mg/ml) y se vertio en un molde.

Se tom0 1 m de cada muestras de ADN y se lo mezclé con 8ul de agua miliQ y 1ul
de tampdn de carga para geles de agarosa SALB 10X (Ver Anexo 11.4), luego € ge fue
colocado en una camara de eectroforess horizonta conteniendo tampdn TBE 1X con 2 nh
de bromuro de etidio y se corrio a 100 voltios durante 1 hora agproximadamente.

Junto con las muedtras, se cargaron 10 ph de marcador de peso molecular: Fago
Lamda cortado con Pstl que es equivaenteal ng de ADN digerido.

La cantidad gproximada de ADN se estimd comparando la intensdad y grosor de
cada una de las bandas con la primera banda del marcador lambda, la cud es equivalente a
280 ng. (Ver FiguraN° 4)

4.2.3 Dilucion del ADN paraamplificacion

Como condicion de amplificacion las muestras de ADN deben edar a una
concentracion de 10ng/. Una vez determinada la cantidad total aproximada de ADN se
procedi6 a diluir las muestras con T;oE; a un volumen de 200 M usando tubos de

microcentrifugade 0.6 ml paracadamuestra.

4.2.4 Amplificacion deregiones microsatélites por PCR

La amplificacion se llevd acabo segin los protocolos dd CIP (CIP, 1997)
adaptados de Provan y col (1996) (Ver Tabla 1). Primero se agregd 21 de cada muestra a
una placa de policarbonato para PCR y luego se procedié a preparar la mezcla de

amplificacion (master mix) para un volumen de 20 nh, todo sobre hielo.



Tabla 1: Protocolo de amplificacidn para una muestra (CIP, 1997; Provan, 1996)

Stock []Inicial []Final
H20 libre de nucleasas c.sp. 20 mh
Buffer de Reaccion 10X 1X

MgCl, 50 mM 25mM
DNTP 5mM 02mM
Iniciador F 10uM 05uM
Iniciador R 10uM 05uM
Tag polimerasa 5u U 05U
Muestra ADN 10ngm 20ng

E voumen de Tag polimerasa usado se gusta segin  especificaciones del

fabricante.

Las condiciones de amplificacion se desarrollaron en dos termocicladores MJ
Reasearch Inc. modelos PTC100 y PTC 200 (Ver Tabla 2). Para dos pares de iniciadores
(STMQ037 y STM1052), fue necesario Uutilizar programas dternativos de amplificacion
edtandarizados por la Blga Zorrilla dd CIP (Comunicacion persona, 2005) para reducir
las amplificaciones inespecificas (Ver Tabla3y 4).

La Temperatura de dineamiento (T° ann) esta determinado para cada iniciador, y
vadesde los 47 °C hasta 57 °C (Ghidain, 2001) (Ver anexo 11.2)

Tabla 2: Programa de amplificacion paralas secuencias microsatélites

Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo (min.)
94°C 3.0
1ciclo TOoann 20
72° C 15
94°C 1.0
30 ciclos T° ann 20
72°C 15
1 ciclo 72°C 5.0
4°C ¥




Tabla 3: Programadternativo de amplificacion parad iniciador STM1052

Ciclos Temperatura (°C) | Tiempo (min.)
1ciclo 94°C 40
1 ciclo 94° C 1.0
1ciclo 60 °C 1.0
1 ciclo 50° C 0.5° C/seg.
1ciclo 72° C 10
94°C 1.0
25 ciclos 50 °C 1.0
72°C 1.0
1 ciclo 72°C 5.0
4°C ¥

Tabla 4: Programa dternativo de amplificacion para d iniciador STM0037

Ciclos Tem?fcr:;:ltura Tiempo (min.)
1 ciclo 94° C 2.0
94° C 40 segundos
10 ciclos 60 °C 40 segundos - 0.5"/cyc
72°C 10
94°C 40 segundos
22 ciclos 55 °C 40 segundos
72°C 10
1ciclo 72°C 5.0
4°C ¥




425 Iniciadores SSR utilizados

Se digieron 18 pares de iniciadores microsatédites, mapeados para Solanum
tuberosum, de manera que todos los cromosomas fueran andizados. Estos iniciadores
forman pate de kit que utiliza  CIP para caracterizar molecularmente variedades de
papa. (Ghidain, 2001) (Ver Anexo 11.2)

4.2.6 Electroforesisde productosamplificados- PAGE 6%

Los productos de amplificacion fueron separados en gees denaurantes de
policrilamida (acrilamida d 6%, bisacrilamida 0.3%, Urea 7M y TBE 1X) mediante
eectroforesis verticad en un sstema de secuenciamiento modelo S2 (Gibco) adicandole un
voltgje de 1600 V (40W). El tiempo de corrida fue dependiente dd tamaiio de los
fragmentos amplificados, tomando como referencia @ xilencianol, € cud tiene un peso
equivaente de 110pb.

A cada muestra se le agregd 10 ml (50 % dd volumen de reaccidn) de tampdn de
carga (formamida 96 % v/iv, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.05 % v/v de azul de bromofenol y
0.05% w/v de xilen cianol). Una vez que todas las muestras se han mezclado bien con €
tampon de carga se procedid a denaturar las muestras a 95°C durante 5 minutos. Se
cargaron a gd de poliacrilamida de 6 a 4 nh de muestras dependiendo de la eficiencia de
amplificacion dd iniciador.

Para determinar € peso molecular de los fragmentos amplificados se utilizO como
marcador de peso la reaccion de secuenciamiento del plasmido pUC-18 que nos permitié
determinar con exactitud & peso en pares de bases de |as regiones amplificadas.

Los detales de la preparacion de los geles de acrilamida se encuentran en Anexo
115

4.2.7 Deteccion delos productos por Tincion con Nitrato de plata

La deteccion de los fragmentos amplificados se utilizd un protocolo de tincion  con
nitrato de plata, sugerido por Promega (Promega Corporation, 1996). El proceso de tincién
congta de tres pasos bésicos: fijacion, tincion y revelado, que a continuacion se describe

con agunas modificaciones.



. Preparacion de soluciones:

a. Solucién fijador a/detenedor a (&cido acético glacia 10%): Se adicion6 100 ml
de &cido acético glacia en 900 ml de agua destilada.

b. Solucién de tincion: se disolvio 1 gr de nitrato de plata (AgNOs;) en 1000 ml
de agua ultra puray se agrego 1.5ml de formadehido d 37%.

c. Solucién reveladora: se disolvio 22.5gr de carbonato de sodio (NaCOs) en
750ml de agua ultra pura. Inmediatamente antes de usar, se adicion6 1.125ml
de formadehido d 37% y 16 nh de tiosulfato de sodio (100mg/ml)

. Fijacion del gel: Unavez findizada la corrida electroforética, se separan las placas
de vidrio con la ayuda de una espaula. La placa mas pequefia que contiene € gd es
colocado en una bardgia con la solucion fijadora y se dgjo agitando durante 30
minutos. Luego de findizado este proceso la solucidn es guardada para ser usada
en laetgpafind dd reveado.

. Lavados: Una vez concluido d tiempo de fijacion, € gel contenido en la placa es
sometido a dos enjuagues de agua ultra pura de 5 minutos cada uno.

Impregnacion con Plata: El gd ya escurrido fue trandferido a la solucion de
tincion y dgado en agitacion por 30 minutos. Es recomendable que la bandga
donde e rediza la tincion se encuentre en oscuridad para que ayude a la reaccion
de impregnacion.

. Revelado del gel:

a. Antes de usar la solucion reveladora se agregé 1.125 ml de formadehido a
37% y 16 nh de tiosulfeto de sodio, eta solucion tiene que edtar a una
temperatura aproximada de 10°C y debe ser vertida a una bandegja de fondo
claro parapoder contrastar € proceso de revelado

b. Luego de haber findlizado & proceso de tincidn, € gd es lavado en agua ultra
pura por 5 a 10 segundos para retirar € excedente de plata El tiempo de
enjuagues es critico debido a que tiempos prolongados disminuirdn la
intensdad de |as bandas.

c. Inmedigamente después d g es sumegido y agitado en la solucion

reveladora hasta que € patron de bandas sea visble. Debe tenerse en cuenta



que tiempos prolongados de revelado dan como consecuencia un fondo muy
oscuro o amarillo.

d. Cuando la intensdad de las bandas y d contraste son los deseados se procedio
a detener d revdado y fijar la tincidn utilizando la solucidn fijadora agitando €

gel hasta que la produccion de burbujas se detuviera.

4.2.8 Registro de patrones de bandas.

El patrén de bandas (delos) obtenidos para cada iniciador fue registrado en una
meatriz binaria en donde las bandas presentes se les asgno € vador 1 y a las ausentes d
vaor O.

La determinacion del tamafio de los ddos se redizd comparando los tamafios en
pares de bases de las bandas resultantes de la reaccion de secuenciamiento del plasmido
pUC-18 (Ver Anexos 11.6).

Por efecto de la condicion denaturante del méodo, los fragmertos de ADN se
Separan en sus dos cadenas. Edtas cadenas d tener diferente composicion nucleica
presentan diferencias de carga eéctrica en su estructura primaria, por lo que migran de
diferente forma. Es por esto que para cuaquier delo observamos dos bandas. una superior
y otra inferior. Siguiendo como referencia trabgos smilares (Andrade, 2001, Ames,
2003), se tomd la banda superior como banda referencial para la determinacion del tamafio

del fragmento debido a su mayor intensdad y mejor definicion (Ver FiguraN° 5).

429 Andlisisde Resultados

4.2.9.1Andlisis de agrupamiento

Por la caracterigtica codominate de los marcadores microsatélites € coeficiente de
asociacion DICE es uno de los mas apropiado para este andiss, debido a que cuenta €
porcentge de bandas compartidas entre dos individuos y le da més importancia a aguellas
bandas presentes en ambos. Consdera que la ausencia tiene menor importancia biolégica
y, de esta manera, ete codficiente tiene un significado completo en funcion de & amilitud
del ADN. (Dice, 1945; Nel y Lel, 1979).



DICE=2a/(2a+ b+ )

Donde:

a nimero de veces que ambos individuos tengan presente € mismo caracter
comparado (1-1).

b: nimero de veces que € primero de elos tenga € carécter presente y & segundo
ausente (1-0).

C. nimero de veces que @ primero de dlos tenga @ cardcter ausente y @ segundo

presente (0-1)

El andiss de agrupamiento fue redizado mediante d méodo de UPGMA o
método de agrupamiento de pares no ponderados usando la media aritmética. Este método
minimiza la distancia entre grupos, d tomar la distancia promedio de todos los pares  entre
los individuos de la muestra (Rohlf, 1993). Mediante este andiss es posble dividir una
poblacion de individuos en un nimero determinado de subgrupos, optimizando € grado de
homogeneidad interna de cada uno (Quevedo, 1993).

El cdculo dd indice de smilitud, andiss de agrupamiento y su grado de
correlacion fueron realizados con laayuda dd software NTSY Spc ver 2.0.

Para obtener un mayor consenso de los grupos formados por @ andiss de
agrupamiento y de smilitud se redizd un andiss de bootstrep. Este es un méodo de
remuestre0 con reemplazo con la misma matriz de datos. Permite @ cdculo de las
desviaciones esténdar y varianzes, y es Wtil para agudlas Stuaciones en las cudes d
nimero de muestras o los recursos (por gemplo, @ tiempo, € presupuesto) son limitados.
Este andlisis fue redlizado con ayudadel programa WinBoot, (Y ap, 1986-1991).

4.2.9.2Comparacioén de lariqueza alélica de cada locus enlas cinco regiones de

colecta.

Para determinar la cantidad de dedos que presentaban ddl totd registrado, las
variedades andizadas se agruparon segln su procedencia. Ademés se andizd los aedos

compartidos entre las cinco regiones de colecta Para esio, una vez caracterizado los

patrones aélicos se agruparon en adelos comunes y en delos no comunes para cada locus



en las cinco regiones, determindndose € rango de aelos comunes y raros 0 privados

retenidos en cadaregion.

4.2.9.3indice de contenido polimorfico (PIC), indice de Diversidad genética y

comparacion por regiones

S dos 0 mas delos coexigen en la poblacion entonces se dice que € locus es
polimérfico. S uno de los delos tiene una frecuencia muy dta 99% o mas entonces
ninguno de los otros ddos sera observado en una muestra a menos que @ tamafio de la
muestra sea muy grande. Por elo un locus se define como polimérfico s la frecuencia de
los aelos mas comunes es menos del 99% (Li, 1997).

Diversdad genética en un locus se define por:

m
h=1- O Xi2

I=1
Xi =frecuenciadd ddoi

m = N°de aelos observados en € locus
h = probabilidad que 2 adelos tomados d azar de la poblacion sean
diferentes (Nei, 1973)

Debido a que la poblaciéon tota analizada es un grupo de diferentes especies con
diferertes nimeros de ploidia y por lo tanto con diferentes frecuencias dédicas, @ indice de
diversdad de Ne fue usado como indice de contenido polimorfico - PIC (Polymorphic
Index Content), @ cua nos indica un estimado de la eficiencia de polimorfismo de cada
marcador para cada locus microsatélite andizado (Smith y col, 1997). El mismo concepto
% U paa andizar € polimorfismo generado por los 18 marcadores microsaéites para
cada una de las 5 regiones de colecta.

Solo e utilizo & concepto de Heterocigosidad esperada (h) para las variedades que
pertenecian a la especie Solanum tuberosum subsp. andigena (42 variedades) y otro grupo
para las que pertenecen a S. chaucha (18 variedades), por ser las que poseen mayor
numero de variedades en la muestra ardlizada. El resto de variedades pertenecientes a las
especies S. stenotonum, S goniocalyx, S. phurgja, S ajanhuiri y S curtilobum (19
variedades en tota) no fueron consideradas paradicho andisis.



V. RESULTADOS

5.1 Regidroy caracterizacion de los 18 iniciador es microsatéites
5.1.1 Numerodealelos amplificados por locus

De los 18 iniciadores microsatdites andizados 17 amplificaon un solo locus
polimarfico mientras que € iniciador STM0019 amplifico 2 locus

Los locus dd STMO0019 fueron separados segin las diferencias de su peso
molecular y fenotipo de las bandas. STM0019a para € loci de mayor tamafio (157-214pb)
y STMO0019b parad de menor tamafio (93106 phb).

De las 79 vaiedades utilizadas, 16 no concuerdan con € nimero de ddos
esperados para un marcador, Sendo d iniciador STM2013 & que presenta con mayor
frecuencia este fendmeno (7 variedades de S tuberosum subsp. andigena, 5 de S. chaucha
y 1 de S goniocalyx). B inidador STM0019b da un aumento para 2 vaiedades de S.
goniocalyx y d iniciador STM2022 da un incremento para la Unica variedad de la especie
S ajanhuiri (Ver TablaN° 6).

Se caee que d iniciador STM2013 también posee dos regiones microsadites
(Ghidain, 1999b; Andrade 2001) pero que no = ve diferencias en d peso (pb) ni en €
fenotipo de las bandas Por td motivo, ete marcador también podria ser consderado
multilocus pero no se ha podido definir la diferencia de los locus

El inidador STM3023, segin Ghidan (1999b) y Andradre(2001), presenta dos
regiones polimorficas con diferencias en los fenotipos de las bandas aunque entre dlas
exise una sobreposicion de pesos. Para € presente trabgo no se llegd a determinar dichas
diferencias, por lo tanto fue consderado como unloci Unico.

Los inicedores STMO0037 y STM1052 fueron amplificados con  protocolos
dternativos, modificados por la Blga Zorrilla en d CIP (comunicacion persond), debido a
U bga reoludon. En d caso dd STM1052, aun con los protocolos modificados s vio
gue exidian bandas difusss por encma dd primer ddo regidrado, lo que hizo muy dificll
diginguirlosy por lo tanto, no fueron considerados en € registro de bandas

Bl rango de ddos encontredos por locus, va desde 5 ddos para STM1049 vy
STM1053, hegta 16 ddos para STM0019a, sendo € promedio de deos por locus de 8.79.
No s encontr6 relacion importante entre @ motivo repetitivo y € tamafio de deos
encontrados (Ver TablaN°5).



Las 79 vaiedades amplificaron para los 18 iniciadores, por lo que se podria airmar
gue no se encontraron genotipos con deos nulos aunque S condderamos agquelos
marcadores que presentaron regiones multilocus sobrepuestas 0 no definidas (STM2013 'y
STM3023), podriamos consderar laexistencia ce este tipo de delos.

Tabla 5 Caracterizacion y determinacion del peso de los deos registrados paralos
19 locus andizados.

N° ALELOS
8 ) 10 11 12 13 14 15

Marcador

STWAX2 | 243A] 234G] 230T| 228A] 226T | 224C| 218A
STM3012 J 2127} 198G| 196T| 168A] 156T | 153A 150C
STM1104 J180C] 178A] 177A| 175G 174C)173C1172G | 171A| 168A] 167T| 166A| 163A
STM1031 §298C| 275G| 273G | 271T] 269T | 265A 1 262G
STMO0031 J199G] 194C] 193G| 187T] 186G| 185A] 181A] 160C| 152C] 148C
STGBSS |142T]140G] 139T| 136A] 135A1134G | 133T1132G|130G] 128C| 125T
STM1052 | 229A] 228A] 225A | 221T] 213G| 212T
STPcoAS8 | 255C] 250G 249C| 242C| 241 T | 237G | 236T | 234G | 233C
STM2022 | 257A] 243A] 200G| 190A] 186G| 184A
STM1049 |204C] 196T] 194C| 188G] 185A
STM1016 | 261G] 259T] 255C| 253T ] 251C| 250G | 249C] 248C| 247C] 246G 243A | 242C| 241T| 236T
STMO0030 J 167T} 162C] 155T| 152C} 150C| 144T | 140G | 138T | 136A} 130G
STM3023 1202G] 199G 190A | 185A1 181A] 169C| 167T
STM1106 | 166A] 163A]1 160C| 157C1 154A1 151A | 148CJ 145C|[ 132G
STM1053 J179G] 177A] 176G 173C] 169C
STM0037 | 95G| 93G] 88G | 87G | 83C| 80A | 78G | 76G
STMO0019a | 214A] 212T] 209G] 206A | 203C| 201T {200G | 198G | 193G| 184A} 181A | 176G] 166A] 161A] 159A] 157C
STM0019b | 106T] 103T] 101A] 97T | 95G | 93G
STM2013 | 171A] 165C] 163A| 162C] 161A| 159A ] 156T ] 155T | 154A] 148G| 146C
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Tabla 6: Variedades que no concuerdan con € nimero de deos esperados paraun
marcador

Marcadores SSR

3 9

x 0 3 kS =

<ol gl zl2lIalSslalololglolelaIn]|8lalx ° g

zls12le1g8|s181818|13|2|8|s12|8|8]|2|2]s a o

'J) o]l |4]|OS (’1_) — % Slal=a]S]|a)—]=]S]|8]|8]N 8 =
AYA2 Jgonfofol2falafojolafjoflajofalofafalafals] 2 3
AYA7 |chal 31| 3| 1]2|3)1]2]2|1]3]2|3)]2]1]2]1]2]4 3 4
AYA13]lchal s a2l al3lobololalalolololololal3]ls)a 3 4
AYAl4lchal 3 1] 3]a1]l2]3)a1]l2]2]la]3]2|3)l3]2]2]l1]2]4 3 4
AYAl6lgonl 12 1] a)ajajd2)a)2falaja]3fal1]l1]l2]2)s 2 3
AYAl7fgonj 22 2] 1]aj2f2]1]2fal2]1]2fal1]1]ar]3])1 2 3
AYA19|chal 31| 3] 1]3|3})2]|3|2f1]2]3|1)3]2]21]2]2]4 3 4
AYA22 | chal 2811 3]1]3|3})2]|3]3[2]2]3|2}J3]2]2J2]2]5 3 5
PUN2 ladgl 3} 213]1]l2|313]2]3l2]2]3|2)2]1]l2J4]2]6 4 6
PUN9 Jajhlolalolalolobalofalafolaladaflolololof 2 4
PUN14Jadgl 22| 3| aflo)3)ofofolaflsl3lolololola]la]s 4 5
CAJ4 Jadgl ol ol ol alofolol3foladol3]lalalolals]ls)ls 4 5
CAJ7 Jadgl 28 2] 2] 1fj1fj212|3)2]2]3|3]211)2[3]2]2]5 4 5
CAJ11 |adg) 3f 21311331321 2]2]4l2]212]213]2]2})5 4 5
CAJ13 |adgl 402 4|l 1]3)4a)2]2]2]1]4al4a]l4a)3]2|2]2]3]5 4 5
HUA12ladg)l 211 3] 1]3|3})2]3|3]2]2]3|2)J1]2]1fJ2]2]5 4 5

Especies (Sp): S goniocalyx = gon, S chaucha = cha, S ajanhuiri = ga, S. tuberosum subsp. andigena = alg



5.1.2 Individuos no definidos

Segin la caracterizacion morfologica redizada por los campesinos e ingenieros
encargados de Proyecto de Conservecion In stu (INIEA, 2005 a€) y corrobarando dichos
datos con € reconocimiento taxondmico en tubérculo de las 79 variedades nomindes
andizadas por d Ing. Sdas dd CIP (Comunicacion persond), se determinaron las especies
y ploidias esperadas paralas muestras utilizadas (Ver Anexo 11.1).

B andiss con los microsadlites demostrO que 5 variedades (4 egpecies S
genotomum y 1 S chaucha) no concuerdan con la especie asgnada, debido a que d
ndmero de aeos parala mayoria de marcadores excedia a esperado (Ver TablaN° 7).

Tabla 7: Variedades que no concuerdan con € nimero de aelos esperados en
meas de un marcador.

Marcadores Individuos no definidos

SSR INZN N7V INZNERN7.VY HUA10
STWAX

w
N
N
N
N

3012

1104

1031
0031
STGBSS
1052
STPcoA58
2022

1049

1016
0030
3023

1106

1053
0037
0019a
0019b
2013
Sp. Asignadas stm
N° max aldlos
eperados
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WWN PO INNWININW W IN|W W |WIIN

a stm stm stm

2 2 2

(@)
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N° max alelos

e 3 5 3 4 3

Sp. Posible chaostm |chaoadg |stmocha |chaostm [chaostm

Especies (Sp): S stenotomum = stm, S chaucha = cha, S. tuberosum subsp. andigena = adg



5.2 AndlissdeDiversdad genética
5.2.1 Analissdeagrupamiento

El andiss s rediz0 utilizando los datos obtenidos de los 19 locus regidtrados para
las 79 variedades.

El primer paso fue d cdculo de la matriz de smilitud (indice DICE), obteniéndose
rangos de gmilitud de 025098 y una smilitud media de 062 De edos resultados
observados se puede tener una idea gproximada acerca de la diversdad genética para las
muestras andlizadas contenida en lainformacion de los microsadlites.

Pogeriormente, se redizaron los andiss de agrupamiento, obteniéndose un amplio
rango de vaor de smilitud UPGMA que varia desde 041 a0.98.

El bgo indice de corrdacion (r=0.75) obtenido d comparar la matriz con d método
de agrupamiento fue refazado por medio dd andiss de “boostrgp” (800 repeticiones)
para ver la conssencia de los grupos formedos.

Aunque s usaron 18 marcadores microsatélites repartidos por todo € genoma de la
papa y s andizaon 19 locus polimérficos las variedades no lograron formar grandes
grupos diferenciados. Sin embargo, se logré determinar 18 pequefios grupos en los cudes
la mayoria guardan una relacion de nombre, lugar y/o especie (Ver Figura N° 6).

De edos 18 grupos, 8 grupos tienen una gran condgencia (84 a 46 %) segun d
andiss boogrgp mientras que los 10 grupos restantes presentaron una confianza de 13 a
40%.

Solo 11 vaiedades de diferentes especies no lograron formar grupos y aguelas que
lo hacen s unen con una bga dmilitud y muy bga configbilided (menos de 5% segin €
andiss boobgtrap).

La mayoria de las especies S. chauchay S .tuberosum subsp. andigena se agrupan
juntas en 6 de esdos pequefios grupos, habiendo 5 grupos formados Unicamente por S
.tuberosum subsp. andigena y 3 grupos formedos solo por S chaucha. En cuanto a las
espedies diploides, exige un grupo formado por 2 variedades S. goniocalyx y 1 variedad de
S denotomum. La uUnica variedad de S. ajanhuiri se agrupd con 4 variededes de S
curtilobum mientras que la otra variedad de S. curtilobum se agrup6 con 2 variedades de
S tuberosum subsp. andigena. Las 2 variedades de S. phurgja se encuentran agrupadas con
1 variedad de S. goniocalyx, 2 variedades S tuberosum subsp. andigena y 1 vaiedad S

chaucha.



Con respecto a las zonas de colecta, exigen 5 grupos que se logran formar con
variedades procedentes de lamisma regidn. Estas regiones son: Cuzco, Cgamarcay Puno.

Se encontraon 4 variedades posblemente duplicados @ 2 vaiedades S
curtilobum de Cuzco (YURAQ K' ETA y AZUL K' ETA) y b) 2 vaiedades S chaucha,
unavariedad de Ayacucho (TARAGALLO) y laotrade Cuzco (Q OE SULLU).

5.2.2 Riqueza alélica
5.2.2.1Numero dealelos por loci

Segin  Hodgkin en 1995, d benficio de locdizar poblaciones de egecies
autégamas con dtos nivees de riqueza dédica podria ser sustancid S uno desea maximizar
la diversided conservada

Para los 18 inicadores utilizados y los 19 locus regidrados se obtuvo un totd de
166 ddos El loc que presentd mayor nimero de ddos fue d STMO0019a, con 16 ddos y
e que presentd6 menor nimero fue d STM1031 y STM1049 con 5 d€os cada uno. De los
166 ddos registrados, Cuzco presentd € mayor nimero de aeos (130 ddos), seguido de
Puno con 120, Ayacucho con 115, Huancavdica con 111 y por Utimo Cgamarca con 105
deos La region de colecta que presentd d mayor nimero de deos para un locus fue
Cuzco, con 11 delosparad STM1016 (Ver TablaNe 8).

Cabe redtar que £ andizd un mayor nimero de muestras de Ayacucho, Sn
embargo no ha dgnificado que se haya encontrado un mayor nimero de deos en eda
region; y mé ain, solo 4 de los 19 locus andizados presentaron mayor nimero de ddos
en Ayacucho.

5.2.2.2 Alelos comunes y exclusivos

De los 166 ddos caracterizados, 72 son delos comunes o compartidos para las 5
zonas de colecta, sendo d STM2013 d que presentd  mayor nimero de deos comunes.

Se regigraon ddos exdusvos (aguellos que solo se encontraron en una de las 5
regiones) en todas las zonas de colecta y para cas todos los iniciadores. Los iniciadores
STWAX2, STM1049 y STM1106 no presentaron aelos excdusivos. La region de Puno fue
la que presentd mayor cantidad de este tipo de adédos exclusvos y Huancavelica presentd

un menor nimero (Ver TablaN° 9).



Tabla 8: Numero totd de delos presentes paralos 19 locus andizados y ndimero tota
de ddos por zona de colecta

N° de alelos
Marcadores SSR Total de

alelos Ayacucho Cuzco Puno Cajamarca Huancavelica

1|STWAX 7 6 7 6 5 6
2(3012 7 5 5 3 4 3
3[1104 12 8 8 9 8 9
4|1031 7 5 6 3 2 2
5/S0031 10 6 7 5 7 6
6|STGBSS 11 6 8 9 7 7
711052 6 4 5 6 5 5
8| STPcoA58 9 9 7 7 4 5
9|2022 6 3 4 5 5 6
10J1049 5 3 5 5 4 4
11/1016 14 8 11 10 8 9
12]S0030 10 8 7 7 8 7
1313023 7 4 7 3 4 6
1411106 9 8 9 6 6 7
15]1053 5 3 4 4 3 3
16/S0037 8 8 6 7 6 5
17]0019a 16 9 10 10 6 9
18/0019b 6 5 6 5 5 4
19]2013 11 7 8 10 8 8
Total 166 115 130 120 105 111
Promedio 8.74 6.05 6.84 6.32 5.53 5.84

Tabla 9: NUmero de ddos comunesy ados exclusvos paralas 5 zonas de

colecta
Marcadores SSR Alelos N° de alelos explusivos :
comunes Avacucho Cuzco Puno Cajamarca Huancavelica

1 STWAX 4 0 0 0 0 0
2 3012 3 2 1 0 0 0
3 1104 5 0 0 0 1 0
4 1031 1 1 0 0 0 0
5 S0031 3 0 0 0 2 0
6 STGBSS 6 0 1 2 1 0
7 1052 4 0 0 1 0 0
8 STPcoA58 4 1 0 0 0 0
9 2022 2 0 0 0 0 1
10 1049 3 0 0 0 0 0
11 1016 6 0 1 0 1 0
12 S0030 4 0 0 0 1 1
13 3023 3 0 0 0 0 0
14 1106 4 0 0 0 0 0
15 1053 3 0 1 1 0 0
16 S0037 4 1 0 0 0 0
17 0019a 3 1 1 2 0 0
18 0019b 3 0 1 0 0 0
19 2013 7 0 0 2 0 0

Total 72 6 6 8 6 2




5.2.3 Contenido de indice polimorfico (PIC)

El PIC fue cdculado para cada iniciador y para las 79 variedades. El vdor més dto
fue obtenido por d inidador STM1104 (0.85), d menor vdor fue paa d STM1031 (0.55)
y d vaor promedio paralos 19 marcadoresfue de 0.74 .

Egte indice también fue cdculado para cada una de las regiones de colecta, en
donde s vio que en la mayoria de locus los vdores dd PIC ean samgantes entre las
regiones de colecta Solo los locus STM2022, STM1031 y STM1049  presentan
vaiaciones sobresdientes entre las 5 regiones. Al igud que d PIC hdlado para toda la
poblacion, los vaores para las regiones son dtos (0.850.52) aunque se vio que para la
region de Ayacucho € inicador STM1049 presentd un vaor muy bgo (0.29) y para Puno,
Cgamarca y Huancavdica € iniciador STM1031 presentd un vaor de 041 (Ver Tabla N°
10).

5.2.4 Indicede Diversidad genética para S. tuberosum subsp. andigena y S.chaucha.

Paa d andiss de diversdad genética se tomaron por separado las 42 variedades
pertenecientes a la especie tetraploide S tuberosum subsp. andigena v las 18 variedades
de laespecietriploide S. chaucha.

Para € caso de S tuberosum subsp. andigena, d vaor més dto fue de 0.85 para
marcador STM1016, d vdor més bgo fue de 044 dado por d STM1031 y d vdor
promedio de diversdad fue de 0.74.

En d cao de S. chaucha, d vaor mes dto fue de 0.84 para d STM1106, € més
bgo fue 0.38 dado por d STM1049 y d vdor promedio de diversdad fue de 0.70 (Ver
TablaN° 11).



Tabla 10: Contenido de indice polimarfico parala poblacion totd y para cada region
de colecta

Contenido de indice Polimérfico - PIC

Marcador ; :
Total Ayacucho Cuzco Puno Cajamarca Huancavelica

1 |STWAX 0.77 0.74 0.78 0.75 0.73 0.77
213012 0.59 0.55 0.61 0.52 0.59 0.52
311104 0.85 0.80 0.84 0.83 0.81 0.85
411031 0.55 0.52 0.69 0.45 0.43 0.43
510031 0.71 0.68 0.72 0.66 0.67 0.74
6 ISTGBSS 0.84 0.79 0.84 0.84 0.79 0.84
711052 0.77 0.74 0.73 0.79 0.77 0.74
8 | STPcoAS58 0.78 0.79 0.79 0.74 0.70 0.72
9 2022 0.67 0.53 0.68 0.71 0.64 0.74
1041049 0.59 0.29 0.62 0.59 0.66 0.68
1111016 0.84 0.77 0.85 0.80 0.83 0.85
1210030 0.84 0.84 0.80 0.79 0.84 0.78
1313023 0.68 0.65 0.74 0.60 0.66 0.72
1411106 0.83 0.83 0.84 0.73 0.76 0.81
15/1053 0.68 0.66 0.69 0.64 0.65 0.67
16]0037 0.73 0.70 0.71 0.73 0.73 0.66
17]0019a 0.81 0.76 0.78 0.83 0.71 0.83
18]0019b 0.71 0.65 0.73 0.67 0.70 0.68
1912013 0.83 0.78 0.83 0.83 0.83 0.84

Promedio 0.74 0.69 0.75 0.71 0.71 0.73

Tabla 11: indice de diversdad (Nei, 1973) para las dos especies més representativas
de la poblacion muestreada.

Marcador DG
adg cha
1|STWAX 0.77 0.74
23012 0.58 0.55
3/1104 0.84 0.81
411031 0.44 0.67
5|50031 0.74 0.69
6]STGBSS 0.83 0.81
7]1052 0.79 0.75
8|STPcoA58 | 0.78 0.78
9]|2022 0.67 0.50
10/1049 0.63 0.38
11/1016 0.85 0.76
12|S0030 0.84 0.80
133023 0.66 0.66
141106 0.82 0.84
15/1053 0.67 0.69
16/5S0037 0.74 0.58
17]0019a 0.80 0.78
18/0019b 0.71 0.65
192013 0.84 0.77
Promedio 0.74 0.70

Especies (Sp): S chaucha = cha, S. tuberosum subsp. andigena = alg



VI. DISCUSION
6.1 Numero maximo de aldos amplificados por locus

6.1.1 Iniciadores Multilocus

Bl cao de inicdadores que amplifican varios lod en smultaneo (multiocus) para
especies de pgpa ya ha ddo desrito anteriormente. Milboume y colaboradores en 1998
describieron € hecho para variedades de pgpa tetrgploide. Para € caso especifico de
marcador STMOO019 de papa, la presencia de dos regiones bien diferenciadas ya ha sido
reportado por Andrade (2001) y Ames (2003) donde demuestran que estas regiones pueden
producir bandas de muy buena cdidad, lo que también fue evidenciado en d presente
trabgo.

Los lod duplicados serian formados debido a una trascripcion reversa dd ARN
mensgero y d parecer edta duplicacion seria la més tipica de las secuencias no funciondes
de los organigmos. Otros eventos que poshblemente dan origen a edas secuencias
duplicadas serian por “crossng over desigud” como es d caso de la familia de la giobina
humana o por dementos méviles o trangposones. (Gand y col, 1998; Lagercrantz, 1998)

B incemento de ploidia producido por d iniciador STM2013 segin Ghidain,
1999%b y Andrade 2001 es debido a que ese marcador es mutilocus pero parece que esta
region duplicada no sempre amplifica 0 presenta bandas sobrepuestas 0 presenta gran
cantidad de deos nulos, ya que s0lo en 13 de las 79 variedades andizadas en edte trabgo
< pudo evidenciar este aumento.

6.1.2 Individuosno definidos

Una mda clasficacion taxonomica seria la explicacion més probable para que 5
variedades no concuerden con € nimero de deos esperado y por lo tanto no concuerden
con la especie asgnada. Aungue también deberiamos tomar en cuenta que los agricultores
consarvecionitas no Sembran los cultivos de pgpa separdndolos por especie y no tienen
cuidado de la hibridacion naturd y esponténea que puede sufrir este cultivo (Sevilla, 2004,
Brush y col, 1981; Jackson y col, 1978) lo que edtaria ayudando a cometer errores en la
caracterizacion. Esta caracterigtica natura de la papa de formar hibridos espontaneos
interespecificos  podria hacer que fenotipicamente un hibrido sea reconocido como una
epecie dada debido a que expresa caracterigica de uno de sus progenitores pero que



genctipicamente comparte regiones genomicas de sus dos especies parentdes. Un estudio
anivel cromosdmico podria ayudar a determinar las causas redes de este fendmeno.

6.2 Diversdad genética encontrada

6.2.1 Analissde agrupamiento

La bga dmilitud media obtenida (0.62) dd andiss de dmilitud de las regiones
microsadlites permite ver que en la poblacion muedtreeda exigte en promedio menor
gmilitud y por ende mayor vaiabilidad, también demodrado por d vdor amplio de
gmilitud URGMA (041 a 0.98); edos vdores redfirman la idea de la exisencia de una
gran diversdad genética en las muestras andizades.

Dd andids de agrupamiento se puede ver que los 18 microsadites utilizados no
fueron aufidentes para lograr una completa diferenciacion en grupos homogéneos de
especies y  tampoco hubo una buena diferenciacion por zona ni por ploidia Eda fdta de
diferenciacion también se ha vigo en los edtudios evolutivos filogenéticos redizados por
Reker y Sponner en d 2002, donde muchas de las variedades de S tuberosum subsp.
andigena s mantenian agrupadas junto a sus especies ancestrdes diploides. Posiblemente
eto s deba a que aun guardan grandes caracteristicas genctipicas entre las diferentes
especies cultivadas, 10 que hace muy dificl que puedan ser diferenciadas totdmente por
los microsadlites. Quizéas con la combinacion de caracteres morfoldgicos y otras técnicas
moleculares, como AFLPs, s pueda logra una meor caracterizacion de las variedades
conservadas por |os agricultares del Proyecto In Situ.

La presencia de variedades duplicadas indicaria la exisgencia de un pequeiio grado
de sobreestimacion de la diversdad genética, especificamente en d caso de las 2
vaiedades que provienen de la misma region y dd mismo agricultor. Por otro lado, las 2
variedades duplicadas que provienen de lugares diferentes podrian explicase por los
mecanismo de intercambio de semillas que se efectlian entre los agricultores (trueques,
ferias regiondes y naciondes) referenciado en los informes del Proyecto de Conservacion
In situ (INIEA. 2005 a€).



6.2.2 Riqueza adica

No se encontraron grandes diferencias en € nlimero de addos registrados para las 5
regiones de colecta, sendo @ promedio de ddos por zona de 1162, lo que nos haia
presumir que existe un grado de diversdad semgante entre las regiones andizadas.

Sin los edudios evolutivos (Hawkes 1994; Sponner, 2005), s presume la
exigencia de un mayor nimero de variaciones genéticas (polimorfismo) para la zona de
colecta de Puno, pero en d presente trabgo la region de Puno quedd en segundo lugar con
repecto a riqueza ddica (120 ddos), sendo superado por Cuzco (130 dedos).
Lamentablemente no se puede afirmar que Cuzco tiene mayor diversdad que Puno debido
a que las colectas en Cuzco s hicieron en 3 diferentes agricultores mientras que las de
Puno fueron hechas en un solo agricultor (Ver anexo 11.1).

En d caso de Ayacucho, @ tener un mayor nimero de muestras no sgnificd que
tuviera un mayor nimero de delos. Seglin este resultado se puede afirmar que conservar €
mayor nimero de variedades en una region no necesariamente sgnificaria conservar la
mayor cantidad de variacion genética, ya que la diversdad genética dentro de una especie
no s ddribuye homogéneamente a tavées de los ambientes en donde e
desarrolla(Hodgkin, 1995)

Por otro lado, ces la mitad de deos caracterizados son comunes para las 5
regiones de colecta, lo que indicaia que poshblemente estos ddos se  encuentran
ampliamente didribuidos en toda la zona andina

6.2.3 Contenido Polimorfico

De los 18 inidadores microsdlites, 12 tienen nivdles de polimorfiamo dto (PIC)
que van desde 0.71 a 0.85 y los iniciadores restantes presentan un PIC no menor a 0.55.
Edos vdores nos indican la €ficiencia de los microsatdites para andizar la diversdad
genética de poblaciones de variedades de papa

Los vdores semgantes de PIC cdculados en cada region de colecta y para cada
iniciador probablemente se deba a que la frecuencia de los ddos presentes para cada
region son muy parecidos entre s y d indice de contenido polimérfico depende de
numero de a€os presente y sus frecuencias (Botgtein y col., 1980)

La respuesta més probable para que las cinco regiones presenten vaores smilares
de pdimorfismo, ademés de presentar cantidades similares de ddos totdes y de ddos
excdlusvos entre dlos, es la exigencia de un flujo de genes congante. Esto quizés debido a



gue los agricultores tienden a consarvar diversas variedades de papas ndtivas pero que
entre todas dlas comparten las mismas caracteristicas de utilidad para @ agricultor (sabor,
tamafio, productivided, etc) que hace que prevaezca un pool de genes “esténdar”, ademas
no todos los agricultores mantienen las mismas variedades pero § todas dlas se encuentran
dentro de un solo pool de genes utilitarios Los intercambios de semillas, muy comunes

entre agricultores, estariaimpulsando este fendémeno.

6.2.4 Diversidad genética delas especies masrepresentativas

Los vdores de diversdad encontrados para las especies andizadas (S tuberosum
subsp. andigena y S chaucha) son rdaivamente dtos y redfirman & dto grado de
diversdad genética mantenido en la poblacién muestreada

En promedio @ vdor de diversdad gendtica es més dto en S tuberosum subsp.
andigena en comparacion con @ vaor obtenido para S chaucha, probablemente esto se
deba a un menor nUmero de muedras andizadas por pate de la especie triploide, pero
tampoco podemos descartar la naturdeza genética de la misma especie y sus diferencias de
ploidia como responsables dd grado de diversidad.



VIlI. CONCLUSIONES

1. Los marcadores microsatdlites demodraron s eficientes en d andiss de la
diversdad genética de variedades de pgpa naiva (Solanum spp.), pero no fueron
auficientes para discriminar grupos homogéneos diferenciados por especie 0 zona
de colecta

2. B andids de agrupamiento y los vadores de diversdad genética obtenidos para les
especies S tuberosum subsp. andigena y S, chaucha indican que exige un dto
grado de diverddad genética en la muestra andizada y corrobora los resultados
obtenidos de los inventarios y caracterizacion redizados en las checras de los

agricultores conservacionistas.

3. Exigen nivdes dmilares de riqueza ddica y de ddos exdusvos paa las dnco
regiones de colecta, 1o que hace presumir que exise un flujo génico congante entre
las cinco regiones de colecta Ademés € gran nimero de ddos compartidos
indicaria que edos ddos etdn ampliamente didtribuidos entre los campesinos

consavacionigas.



VIII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda redizar edudios a nivd cromosomico con la findided de
comprender mgor las causas redes dd incremento no esperado de ddos y

determinar 9 exigten hibridos naturaes entre |as variedades netivas cultivadas.

Se recomienda utilizar los microsadites en combinacion con otros marcadores
genéticos (morfologicos y moleculares) para futuros estudios en las variededes de
papa ndiva mantenidas por los agricultores dd proyecto de conservacion In situ
paralograr obtener mayor informacion sobre € estado de la diversidad genética

Se recomienda continuar los edudios de caracterizacion molecular mediante los
marcadores microsatélites para descatar sesgos mostrados por dgun iniciador o
por adguna de las regiones muestreadas. Ademas, para tener una megor vision de
grado de erosidn genética que podrian estar sufriendo estos cultivos.



IX. TLUSTRACIONES

Sp. S. acaule 5. sparsipilum S. .'eprt:-;)h}res S. megis!acmlnbuml

Silvestres| (4x) (2x) (2x (2x)
S. tuberosum S. stenotomum S. ajanhuiri (Yari)
subsp. andigena (2x) (2x)

(4x)
Sp. ‘ ‘
Cultivadas & fibaragum LS Famia 5. goniocalyx

subsp. tuberosum (2x)
(4x) {3x)
5. curtifobum i
—» 5. phureja
(5x) (2x)

———» 5. juzepczukii *—
(3x)

Figura N° 1. Diagramade evolucion de las epecies de papa cultivaday sus
probables ancestros Slvestres (Hawkes 19944, fig. 1.1)

a7



O S. stenotomum S. phureja O S. ajanhuri

Figura N° 2: Digtribucion de las epecies diploides de papa cultivada
(Hawkes 1990, fig. 1.1)



: ’—’— 1

BOLIVIA

S. tuberosum subsp tuberosum O S. tuberosum subsp andigena

O S. chaucha, S. juzepczukii, S. curtilobum
Figura N° 3: Digtribucion de las especies triploides, tetraploides y pentapl oidesde papa

cultivada (Hawkes 1990, fig. 1.2)



Figura N° 4: Cuantificacion de ADN por electroforess en geles de azarosa,
comparando las bandas de ADN con la primerabandadel fago € cortado
con P4t |, sefidada por lafecha, equivae a280 ng.
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Figura N° 5: Registro de los patrones ddlicos. La caracterizacion ddicaes
reglizada usando la reaccion de secuenciamiento dd plésmido pUC 18.
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Figura N° 8: Patron de bandas obtenido por d iniciador STGBSS
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Figura N° 10: Patrén de bandas obtenido por d iniciador STWAX-2
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Fiqura N° 11: Patron de bandas obtenido por  iniiador STM1052
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Figura N° 12: Patrén de bandas obtenido por d iniciador STM1053
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Figura N° 14: Patrdn de bandas obtenido por € iniciador STM1049
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Figura N° 15: Patron de bandas obtenido por € iniciador STM1031

. r
STM1031



G 56

Figura N° 17: Patron de bandas obtenido por d iniciador STM3012

Figura N° 18: Patron de bandas obtenido por € iniciador STM0037
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Figura N° 21: Patron de bandas obtenido por d iniciador STM 1106
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ANEXOS

11.1 Listadeprocedencia delas 79 variedades nominales de papa nativa

(Solanum spp.)

N OO VARIEDADES CAMPESING CONSERY. | Sp. E.E. DEPT PROY. DMST COMUN,
1 | AYAT [PURASUNTU ady Canaan A.wng.'l'lu Huzania Liric ocha ME

2| AYAD |RUNTUS gon Lanaan Avacucho Huzania Lianc ocha Husrdlry |
3 | AVA3 ]TMH‘EN!. cha Canaan Ayacucho Huanta Luricocha|  Husdl

4 | AYA4 |RIFTTA SISAN e Caraan Bopacuchs Huanta Luricosha | Humybay

5 | AYAS |PUKA HUAYRO iha LCaraan Ayacucho Huanian Luricosha|  Humlmy

B | AYAG |ALLOCCA MENMDEZ adg Carnaan Ayacucho Huania Luricocha|  Husyliey

7] Aavar |QATUM TOCHAD SUNTU cha LCanaan Ayacucho Huanta Luricochs | Huairy

B | AYAL [CUCHIPA ATACAN ala Lanaan hymu;hq Huania Laric phay Huuﬂ

G | AYAS |PUCASUYTO Sarge Chuquicagua Canales | adg Lanaan Avacucho Huamanga | Vichos | tlochapunco)
10 | AYAID [VACAPA SINGAN Sargio Chuguicagua Canales | stm {Canaan Ayacucho Huamanga | ‘ichos | Qochapunco
11 ] AYATY [KOVILLUPA HUAQRAN Sargio Chuguicagua Canales | ady Canaan Ayacucho Husmanga | Wichos | Qochapunco
12| AYA12 [PASPAPARA Zargip Chuquicagua Canales | cha Lanaan Avacucho Huamanga | Vichas | Qochapunco
13 | AYATS ([CHAPINA Sargio Chuguicagua Canales | cha Canaan Ayacucho Huamanga | Vichos | Qochapunco
14 ] AYAT4 |V ANA UCHUNCHAKRI Teodors Chuguicague Cre | cha Lanaan Ayacucho | Huamenge | Vichos | Gechapunco
15 | AYA1S |MURL TUCO Teodar Chuquicsgua Cre sim Canaan Ayacucho Huarmanga | Viches | Qochapunco
16 | AYATE |PERUANITA Teodoro Chuguicagua Cne go Canaan Ayacucho Huamanga | ‘ichos | Qochapunco
17 | AYATT |QELLL SUNCU Teodors Chuuicagua Cre i Canaan Ayacucho Huarmanga | Vichos | Qochapunco
18] AYATE [YANA LUGSD Teodore Chuguicagua Ore | adg LCanaan Ayacucho | Husmenge | Vichos |Qochapunco
18 | AYA1D [TUCD PARINFIN Heraclio Cuispe Sanliaga cha LCanaan Ayacucho Huamanga | Vichos | Qochapunco
20 | AYAZD |YURAD SUYTO Heracllo Gulzpe Santiago acg Canaan Ayacucho | Huamenge | Vichos | Gechapunco
211 AYad [TIuLLa Heraclio Chispe Santiego cha fanaan Ayacuchp Huamanga | ‘ichos | Gochapunco
22 | AYAZZ |LOMLUN SUYTO Heraclio Cuispe Sanliago cha Canaan Ayacucho Husmanga | Wichos | Qochapunco
23] AYASS |YAMNA GASFAR Heraclio Chdspe Santisgo cha Lanaan Ayacycho | Huamanga | Wichos |Gcchapunco
24 | AYAZ4 [MANZANA Heraclio Qulspe Sanliego atm ‘Canaan Ayacuche | Huamenga | Vichos | Qochapunco
25 | AYAZE TEMG&G Heraclio Du’ﬂe S-unliﬂu ﬂ {anaan n'\El:u:hc- HLIHI'HH'IEE \fichas ApLUNCD
5| CLZT |YANA K Usl Simeon Turps Quisps cha Anienes Cuzoa Crapspicanchi | {congoie | Pacchania
27| CUZZ |KULLI K ETA Simenn Turpa Quispe g Andenis Cuzcx Oumspicanchi | Ocongme | Paochara
28| CUZE |a D_E'BUI-LU Sj_n'»am Turﬁ L [ ] Aiulérss Dg'zm Chaspeanchi | Deongat: | Pacchania
29 CuZ4 |Q' ERQ' ERANA Florartina Chillibuani Fuentes | adg Andenes Cuzen Craspicanchi | Ceongnie | Pacchans
0| CUZS [YAMNA MAQT ACHA Florariling Chillihuan Fuenles | cha Anilemes Cuzas Chespicanchi | Dcongate | Pacchana
31| CUZE |HUAYRO Flerardinag Chillihian Fusntes | cha Anidleses Cuzon Ousspicanichi | Oeongme Fmarﬂ'a_'
A2 | CUZET |COMENTD Florartima Chillibizan Fusnies | cha Anidenes Cuzon (raspicanchi | Ocongoie | Pacchania
33 CUZE |YURAG K’ WS Flogranting Ghilliuan Fuenles | adg Amiberas Cuizizd Chespicanchi | Devmpoie | Pacchana
34 | CUZS | YURAD CHIMAKL Florartina Chillinuan Fusntes | cha Andenas Cuzoo Cratspiconchi | Ovcongme | Pacchania
15 | CUZ10 [YURAD K ETA Florering Chillihuan Fuenles | our Anilemes Cuzen Chapicanchi | Deongate | Paccharis
36 ) CUZTY |AZUL K'ETA Florarting Chillibwan Fusntes | cur Annlerecs Cuzoa Craspicanchi | Deonpane | Pacchana
A7 | CUZ12 LLUTHU RUNT U Wicthor Marma Condari A Anilemes Cuzoo Cpaspicanchi | Ocongoie | Pacchana
33 CIJ_Z1-3 YU ALY K UCHLAD' & Wiclar Merma Candari Acky .ﬁ.ﬂn‘xs Du_i‘.m 'i.kmzn.'unl:hl s Ll Fatchania
39 | CUZ14 |TIKA BOLE iclor Marma Gondori | g A Cuizcn Cruspicanchi | {eongaie | Pecchanis
40| FUMT |CUCHICALLD Gangra Didade Calacandsd i 10as PLificy Chudisfio P imali Hiiariaem
41| FLUME [CHIARA IMILLA Ganara Qudspe Calaconds | adg 1B Puno Chugisiin Fonsala Huare:am
472 | PUNE [JANCCO INBLLA Ganara Cuispe Calacondo acg 1lipa Puno Chuosto Pomata Huancars
43| FLN4 |CHIGUINA Ganpra Q_HE-‘DG ':EllﬂDBHgE alm s Pung '!.'h_u‘l.ml.'- Fug&llu Huasivam
A4 | PUNE |SAMAMPAYA BLANCO Ganara Cuispe Calaconda arg 1lips Punio Chvicigo Pomsra Hiaineay
45| PUNE [SUTAMARI 010 MORA&DD Ganara Cuispe Calacondo cha 1ipa Puna Chucsto Pomam Hi

A5 | PUNT |CHIARA EAHAMPAYTA Senara Duiﬂ Calacondo adg 1Fa Puna l'.'l_'n_u.ur-.‘- l\'lln\Ll.I Huancam
47 | FLUNE |WACA LAJRA Genara Quispe Calaconda | adg {ITETY Funo Chugute Fonzala Huar:sm
48| PUNS [AJAHUIEL Ganara Cuispe Calacondo ah s Puno Chocsn Poinsata Hiiuny
A9 | PURAQ |[CCOMPIS Sanafa Duiﬂ Calacanda adg s FILEﬂ ChEu P ot Hiianaom
0| PLIRTT |WIL A IMILLA Ganara Cuispe Calaconda adg 1lips Puno Chvicisgo Pomsna Hiatean
51 | PUNT2 [WILA SARAMPAY & Genana Chispe Calacondo | adg [ITATY Puna Chucuito Fonuin H

52 | PUMA3 |SUTANAR BLANRCD Ganara Cidaps Calacinda Ay 1Tas Punc Chucisfc Pl Hiiigicaiom
53 | PUN 14 [WALLATA Gaenara Quispe Calaconda | adg 1lipa Pung Chucuito Fomam Huanceni
54 | PLIM1S [KUNURANA Genara Ciispe Calacanda | adg 1z Fung Chuouito P ot Hiuancan
55| CAN |TIGRILLA Dansal G phu | Bafos del nca |  Cajarmansa Coelandin Huarrin Bl Livia

56| CAJZ [HUAGALINS Dianael Gil ady | Bafos del ncs | Cajarmasncs Cedendin Huamin Bl Livia

57| CAJS [AMARILLA OJOS ATULES Dmnéal Gd phu | Bafos del Inca |  Cajamarca Cedandin Hugmin B Lik

58| CAM [BLANCA OJOS NEGOS Dansgl Gal adg | Bafos del inca| Cajamanca Cadandin Huamin Ell Lina

59| CAJS [LENGUA DE vACA Dansal Gal adg | Bafos del Inca)] Cajamarca | Celendin | Huamin El Lifig
6| CAJG [HUAGALINA NORTENA Dansal Gil adg | Bafos del Inca | Cajarmarca Celendin | Huamin El Lino:




N Con VARIEDADES CAMPESIND COMSERV. | 5p. E.E DEPT PROV. MST | COMUN.
1] CAJT [CANASTERA Danial Gil a0y | Banos el ca| Cajamarca | Celendin_ | Huamin | B1LPe

fi2| CAJE [CIRILA BLANCA Dianiel Gil adg | Bafios dol ea| Cajamarca | Celondin | Huamn | Elline
63| CAJS [CAPULERA Darial Gl aiy | Bafos del bhea | Cajamares | Celondin | Huomin |  ElLino

84| CAJIO [CHOGA Danial Gil adg | Baflos del bica | Cajamarca | Celendin | Huamin | Bilia

| 65| CAJ11 [AVELLANA Darvisd Gil ad | Bafos del bnca| Cajamarca | Celendin | Huamin | Eilin

| 66 | CAJ1Z |SAPA BLANCA Dharsiol Gil adg | Bafos dol hca | Caamarca | Celndin | Huamin | BlLine

87| cadia EH.LA il ™ Bafcs dol nca Eﬂm Ehndn Husmin Bl

68| HUAY G COMUN Fedhix Marliner Capani cur Sania Ana | Huancavelica) Huancavelica|  Yaull m:m:ﬁ
68| HUAZ [PaPA SIRI Felx Mariinez Capan| our | Sania Ana

70| HUAS [SARAMPION Fokx Marlinez Capani adg | Santadna ||

71| HUM [SUTD SHIRE Felix Marfinez Capani___| our | Santa Ana

72| HUAS [Yasa PULDS Fokix Martinez Capani a Santa Ana

73| HUAS [YURACE PAPA Felix Marlinez Capani | adg | Santa Ana

7d | HUAT [PUCA LLAMAPA RAHUIN Felda Marlinez Capani 300 | Sants Ana | Huancavelical Huancavelics

75| HUAH [YANA PAPA SHIRE Folix Martinez Capani | our | Santa Ana | Huancavalical Huancavelica

76 | HUAS [YURACC LLUNCHUY HUACCACHI Felix Martinez Capani ang | SantaAna |Huancavelica| Huancavedica| Yaull | Antaccocha
T7 | HUATD [¥ARA MANUA Fekix Martinez Capani sim | Santa Ana | Huancavalical Huancovelica]  Yauli | Antacescha
78| HUA11 SUITD Fekx Mariinez Capani | adg | Santa Ana | Huancavelica| Huancavelical  Yaull | Antaccocha |
78| HUA1Z JALA SUITD Felix Martinez Capani aog | Sants Ana icalH ica| Yaul | Antscoocha |




11.2 Caracterigticas, sscuencia 'y ubicacion delos 18 iniciadores SSR

T °dineamiento| Tamafio dealdcg

Codigo Mativo Repetido Ssuendas3 -5 Cromosoma (C) (pb)

STM100  |(ATA)E CTAQCAGTTTGITGATTGIGGTG I 57 184- 254
AGGCGACTTTAATTTGITGEOG

STM202  |(CAA)...(CAAR3 GOGTCAGOGATTTCAGTACTA [ 53 184- 241
TTTAGTCAACTOCTGTTCOG

STMIOE3  [(TAMATOS TCTOOCATCTTAATGTTIC m 55 168- 177
CAACACAGCATCCAGATCATC

STMa23  |(GA)9...(GA)B...(CGAM | AAGCIGTACTTGATTGCTGCA | v 50 177-201
GITCTGCCATTTOCATCTAGAGA

STROACS (TA)13 TTGATGAAAGCGAATCCAGCTTGTG \% 57 231-217
ACGTTAAAGAAGTGAGAGAGTAQGA

STM1031 (AT)13 TGIGTTTGTTITTCTGTAT \ 55 265-32%5
AATTCTATOCTCATCICTA

STMO019  |(AT)7(GT)I0ATHGTGT A AATAGGTGTACTGACTCTCAATG v 47 83-239
LIGAACTAAACTOUTACTATCIC

STM2013 (TCTA)6 TTOGAATTAQOCTCTGOC Vil 55 146- 172
AAAAAAGAQCOGCAQS

STMOBL  |(AC)...(AC3GCACYAQAGCAC)2  |CATACCOGCAQEIACATC | Vil 57 155- 205
TTCAAQCTATCATTTTGTGAGT

STM1016  |(TCTY | TTCTGATTTCATGCATGTITOD \YII 53 262243
ATCETTCGOCATGTGATGIGT

STWAX-21 _|(ACTCk QOCATAAATACTGTOGATGAGCA Vil 53 243224

STWAX-2 GAATGTAGCCAAACATGCATGA

STM1104 (TCT)5 TGATTCTCTTGOCTACTGTAATOG Vil 57 168-213
CAACTCCICTCAACCICTCA,

STGBSS (TCT)p AATTCTATOCTCATCTCTA Vil 53 142-130
ATCCTTGOCATGTGATGTGT

STM1062 (AT)uGT (AT)4(GN) 6 CAATTTOGTTTTTTCATGTGACAC IX Td60-50 268212
ATCGCOCTAATTTGATTTAATACGTAA

STMI12  |(ATT)13 [OXVGIOZVVNe 02IC VICC OY.V: W— IX 57 168-213
GAGAAATGGECCACAAAAAACA

STMLI6  |(TOSACBAAAOTATM Beecarcivarc CInre c1nI CHN——— | X % 142-1%
ATGOGAATCTACTOGTCATGG

STMO037 (ATT)13 AATTTAACTTAGAAGATTAGICTC X 53 75-9
ATTTGGITGGGTATGATA

STMOOR0 | Compuesto (GT/GC)(GT)8 AGAGATOGATGTAAAACAQGT Xl 53 122-188
GTGGCATTTTGATGCGATT




11.3 Reactivos parala Extraccion de ADN

1. Tampon de Extraccion CTAB 2X

Stock Fnd 100ml
CTAB 2% 29

NaCl 5M 1.4M 28ml
EDTA 05M, pH 80 20mM 4ml
TrisHCI 1M, pH 8.0 100mM 10ml

PVP 1% 19

H20 dedtileda c.p.s 100ml

El tampon puede ser dmacenado a temperaturaambiente por tiempo indefinido.

2. Tampdn de extraccion CTAB al 10%

Stock Find 100ml
CTAB 10% 10g

NaCl 0.7M 4099
EDTA 05M, pH 80 20mM 4mi
TrisHCI 1M, pH 8.0 100mM 10ml

H20 dedilada c.p.s. 100ml

3. Tampdn T10E1

Stock Fnd 1000ml
10mM 10ml

TrisHCI 1M, pH 8.0 ImM 2ml

H20 dedtilada c.p.s 1000ml

Ederilizar en autoclave y dmacenar atemperatura ambiente

4, ARNasa 10mg/m|

Stock Find 5m

ARNasa 10mg/m 50mg
TrisHCI 1M, pH 8.0 10mM 50m
NaCl 5M 15mMl 15m

H20 dedtilada



11.4. Reactivos para electroforesisde Agarosa

1. Preparacion de geles de azarosa 1%

Stock Fnd 100ml
Agarosa 1% 1g
TBE 1X X 100ml
EtBr 10mg/mi 0.1 ng/ml 1m

2. Tampon de carga para geles de agarosa (SAL B 10X)

Stock Find 100ml

Azul de bromofenol 0.15% S mg

Xilen danal 0.15% 757g

Naranja G 0.20 % 100mg

Sucrosa 60% 30g

TBE 10X 0.5X 25ml

H20 dedtilada MilliQ c.p.s 50ml
Iniciar com 10ml de &gua destilada MilliQ

3. Peso molecular (pb) delos colorantes en geles de agar osa
Colorante Agarosadesde 0.5 % Agarosahasta1.4%
Xilen cianal 4Kb 4Kb

Azul de bromofenal 03Kb 03Kb



11.5. Preparacion de gelesde Poliacrilamida

1. Tampo6n TBE 10X

Sock Fnd

Tris-base AOmMM
Acido bérico 55%
EDTA 0.5M, pH 8.0 20mM

H20 dedtilada MilliQ

2. Solucion stock de poliacrilamida al 40%

Stock 1000m
Adcilamida 30
Bisacrilamida 2001

H20 dedtilada MilliQ c.sp. 1000ml

100
1089

c.sp. 1000ml

* Preparar mezcla en camara extractora, usar mascaray lentes protectores.

3. Solucién de acrilamida al 6%, Urea /M

Stock Find 1000ml
Stock de poliacrilamidad 40% 6% 150ml
UREA 7™ (42%) 4209
TBE 10X X 100mi
H20 degtiladaMilliQ c.sp 12000ml
4, Tampodn de caraga para geles de poliacrilamida
Stock Find 21000ml
Dye 100nh
EDTA 0.2M 001M 500t
Formamida 9.6ml
5. Colorante Dye

Stock Find 1000ml
Xilen danal 5% 50mg
Azul de bromofenal 5% 50ng

H20 dedtilada MilliQ



6. Peso molecular (pb) delos colorantes en gelesde poliacrilamida

Colorante Acrilamida 6 % Acrilamida 10 %
Xilen ciandl 110pb 5 pb

Azul de bromaofenal 5 10pb

7. Preparacion delasplacasdevidrioy dd ge de poliacrilamida

a Preparacion dela placa devidrio

Sempre que se prepare un gd es necesario tratar la placa pequefia con una
solucion que mantenga d gd adherido a la placa de vidrio. La placa es limpiada
con dcohal y papd todlaantes de aplicar la solucidn adherente

La solucion adherente es prepaada mezdando 7 ul de bind slano
(adherente) y 7 ul de acido acético glacid en 1.5 ml de dcohal d 95%.

Eda solucion es impregnada en la placa de vidrio usando pepd todla y es
egpacido a través dd vidrio en un solo sentido y después en otro tratando de no
dgar ningln egpacio en la supeficie dd vidrio Sn haber sdo impregnada por la
solucion. Dgjar secar durante 30 a 45 minutos.

b. Preparacion dela placa devidrio grande:

Esta placa de vidrio necesita ser tratada con una solucion que repda € gd
de poliacrilamida. Al igud que la placa pequefia la placa grande es limpiada con
doohol y papd todla ates de ser traada con la solucon repdente (Dimetil
didoroslano)

Ega solucion también sera impregnada en la placa de vidrio usando papd todla y
€s egparcido a través dd vidrio en un sentido y después en d otro traando de no
dgar ningln expecio en la supeficie dd vidrio Sn haber sdo impregnada por la
solucion.
C. Preparacion del gel de secuenciar niento:
El sstema es ensamblado de la Sguiente manera:
Colocar los egpaciadores laerdes sobre la placa de vidrio grande
Sobre dla colocar la placa de vidrio pequefio de modo que los lados
tratados con la solucion adhererte y repelente estén cara a cara.
Entre las dos placas ce vidrio colocar cinta adhesiva en la parte inferior y en los
lados para evitar dgar rendijas por donde se pudiera escurrir la solucion de
poliacrilamida



d.

Asgurar d exdtremo infeior y laerdes dd sandwich  mediante
abrazaderas metdlicas.
Colocar los peines en la parte superior los cudes no deben s ni flojos ni muy
gudados para evitar dafiar d gd d momento de retirarlos 0 que las muedras
filtren de una posicidn aotraen d caso de que estuvieran muy flojos.
Medir 60 ml de solucion de acrilamida, agregar 34 ul de TEMED y 340 ul de
persulfato de amonio ad 10%, agitar suavemente. Retirar € peine, levantar €
séndwich por una las esquinas superiores, de modo que @ sSstema se encuentre
indinado. Verte la solucion por d lado mas bgo lentamente, con cuidado de no
formar burbujas. Una vez que la solucion dcanza d fondo dd séndwich bgar
lentamente la esquina con la cud s jela, heda colocarla d mismo nive que
la otra, y a medida que s va llenando bgalo hasa que findmente quede
horizonta.
Una vez lleno € sndwich colocar d peine con d lado recto hecia dentro, entre
las dos placas de vidrio y hasa la mitad de la dtura dd peine Dga
polimerizar por un tiempo minmo de 2 horas.

Ingtalacion y pre-electroforesis del gel:

Antes da colocar d séndwich en la cdmara de dectroforesis se deben retirar

los sujetadores y @ separador inferior del Sstema, asi como losresduos dd gel.

Colocar d gd amado en la camnara de dectroforesis verticd, con la placa

pequefia mirando hecia € interior de la cdmara Ajudar con los ujetadores y
colocar los tampones de corrida, en la parte inferior del gel 400 ml de TBE 1X y en
la superior 700 ml de TBE 0.5X.

Con la ayuda de una jeringa retirar las burbujas que se formaron en la parte

superior e inferior dd séndwich. Una vez libres de burbujas dgar precorrer d gel a

500 voltios durante 30 minutos. Luego de edte tiempo volver a limpiar d bolsllo

superior dd gel y colocar € peine con los dientes hacia @ interior dd g para que
de ese modo ddimitar los epacios en donde |las muestras seran colocadas.



11.6. Marcador de peso Molecular — Secuenciamiento para puUC 18

1. Reaccién de secuenciamiento

Master mix 1Rx
H20 dedtilada MilliQ 14m
puC 18 70
Buffer 50n
Iniciador 36n
Teag polimerasa 10nm

2. Preparacion dela placa dereaccion de secuenciamiento

Rotular 4 tubos para PCR con € tipo de nucledtido que le corresponda (G, A, T, C)
y colocar 2 ul de cadaddNTPs en cada tubito. Afiedir 4.5 ul de master mix a cada tubito

3. Protocolo de amplificacion de secuenciamiento del plasmido pUC 18
Cido | Temperatura(°C) | Tiempo (minutos)
lddo 95 20
&1 95 05
dGdos 42 05
70 10
Find 4

Una vez findizado € programa de amplificacion, agregar  la mitad de volumen
amplificado de la solucion “Stop solution” para detener la reaccion de secuenciamiento 'y
que a la vez funcione como tampon de carga. Denaturar @ 95 ° C por 5 minutos y cargar d

gel. (Promega Corporation)



