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RESUMEN

El presente estudio se realizé en la Regién Huancavelica con el objetivo de estudiar la
diversidad genética de 425 entradas de papa (Solanum sp.) colectadas y sembradas en los
predios de las comunidades de ‘“Pumarfanra, Huachua, Castillapata y Pachaclla”. La
caracterizacion morfoldgica fue realizada segun los descriptores propuesto por Gémez
(2000). La caracterizacion molecular se realiz6 a partir de ADN genomico extraido de las
hojas; en la PCR se us0 12 SSR del kit para la identificacion genética de la papa (Ghislain
et al., 2009). Los fragmentos microsatélites amplificados, se detectaron con el equipo LI-
COR - Saga®’. La ploidia se defini6 por citometria de flujo. Por un lado, con los
descriptores morfol6gicos, no hubo ningln duplicado a un coeficiente de distancia de 0,
todos correspondieron a distintos morfotipos; sin embargo, a un coeficiente de distancia de
0.5 se observaron 370 grupos, lo que demostro alta variabilidad morfoldgica. Por otro lado,
la caracterizacion molecular permito6 registrar 110 alelos en los 12 cromosomas (23 fueron
alelos raros, 25 escasos, 18 moderados y 44 frecuentes), con los cuales fueron identificados
198 genotipos a un coeficiente de similitud de 1, que representd 50.1% de duplicados. El
AMOVA muestré que la fuente principal de variacion (99.4%) estuvo en la coleccion de
cada agricultor. El diferencial genético se present6 en los alelos raros, escasos y en menor
medida en los moderados. Finalmente, se registrd que el 48.9% de accesiones eran
tetraploides, 25.7% triploides, 22.3% diploides y el 3.3% pentaploides. En conclusion,
estas cuatro comunidades campesinas conservan alta diversidad genética de las papas;
informacién que debe ser usada en programas de mejoramiento genético como estratégia

de seguridad alimentaria en el Peru.

Palabras claves: papa, Solanum, diversidad, morfotipos, genotipos, microsatélites,

Huancavelica.



ABSTRACT

The present study was carried out the Huancavelica Region with the objective of studying
the genetic diversity of 425 potato entries (Solanum sp.) Collected and planted in the lands
of the "Pumarfanra, Huachua, Castillapata and Pachaclla® communities. The
morphological characterization was carried out according to the descriptors proposed by
Gomez (2000). The molecular characterization was made from genomic DNA extracted
from the leaves. In the PCR, 12 SSRs were used from the kit for the genetic identification
of potatoes (Ghislain et al., 2009). The amplified microsatellite fragments were detected
with the LI-COR-Saga®T equipment. The ploidy was defined by flow cytometry. On the
one hand, with the morphological descriptors, there were no duplicate at a distance
coefficient of 0, all them corresponded to different morphotypes. However, at a distance
coefficient of 0.5, 370 groups were observed, which showed high morphological
variability. On the other hand, molecular characterization allowed to register 110 alleles in
the 12 chromosomes (23 were rare alleles, 25 rare, 18 moderate and 44 frequent), with
which 198 genotypes were identified at a similarity coefficient of 1, which represented
50.1% of duplicates. The AMOVA showed that the main source of variation (99.4%) was
in the collection of each grower or peasant. The genetic differential was present in the rare
alleles, scarce and to a lesser extent in the moderate ones. Finally, it was recorded that
48.9% of accessions were tetraploid, 25.7% triploid, 22.3% diploid and 3.3% pentaploid.
In conclusion, these four peasant communities conserve high genetic diversity of potatoes;
information that should be used in genetic improvement programs as a food security
strategy in Peru.

Keywords: potato, Solanum, diversity, morphotypes, genotypes, microsatellites,

Huancavelica



I. INTRODUCCION

La Region de Huancavelica, es portadora de una riqueza incalculable de papas nativas y
constituye la base genética que sustentan la seguridad alimentaria de la humanidad (INEI,
2011); si bien la papa es considerada como uno de los alimentos mas importantes a nivel
nacional y mundial, para promover su uso es necesario primero identificarlos y

caracterizarlos, ya que lo que no se conoce no se puede utilizar (Sevillay Holle, 2004).

La unica forma de obtener genes cuantitativos y cualitativos de produccidn, resistencia y
calidad, es del lugar donde existe mayor diversidad genética; y, el mejor ecosistema para la

preservacion de los recursos genéticos es el sistema autoctono agricola (Tapia, 2003).

Un pais como el nuestro, con tanta diversidad genética no se tiene aln caracterizada la
diversidad por regiones; y, mucho menos por comunidades; cada comunidad presenta un
numero diferente de especies. Existe variedades de papa nativa que todavia no estan
caracterizadas, inventariadas, no pertenece a alguna coleccion de bancos de germoplasma,

mucho menos conocemos el grado de parentesco “similaridad genética”, entre ellas.

Por lo vertido planteamos el siguiente problema: ¢ Cuanta es la diversidad genética de papa
nativa (Solanum sp.) en cuatro comunidades de la Regién Huancavelica?, la técnica de
caracterizacion morfolégica usado es propuesto por Gomez (2000); la extraccion del ADN
gendmico es con el método CTAB a pequeiia escala (CIP, 2004); para la amplificacion de
los fragmento de ADN se aplico el método de la PCR con 12 SSR mas polimorficos
(Ghislain et al., 2009); la deteccidn de los segmentos de microsatéelite amplificados es con
el equipo LI-COR - Saga ©T; y, la identificacion del nimero cromosémico “ploidia” es por
citometria de flujo. Para el andlisis de datos se usO los softwares Arlequin, DARwin 5,

Ntsys 2.2, hoja de calculo Excel.



El presente estudio se realizd en cuatro comunidades de la Region Huancavelica
“Pumaranra, Huachua, Castillapata y Pachaclla”. Se encontré 370 morfotipos de papas
nativas a “nivel morfologico” versus 198 genotipos “fingerprints” a nivel molecular;
confirmandonos que la Region Huancavelica es uno de los centros de mayor conservacion

de la diversidad genética de papa nativa.

Los 12 marcadores micro satélites, originaron una clasificacion mas rigida y permitieron

identificar 110 alelos.

El diferencial genético se presentd en los alelos raros, escasos y en menor medida en los
moderados, ya que estos alelos no influyen en la cuantificacion de la diversidad genética

“indice de Nei”.

La fuente principal de variacion, esta dentro de cada agricultor “custodio” 99.36 por
ciento; segun el analisis de la varianza molecular. En la zona centro de la Regidn
Huancavelica, se cultiva mayor porcentaje de tetraploides 48.9 por ciento, y en menor

cantidad los pentaploides 3.3 por ciento.

El Objetivo general fue estudiar la diversidad genéetica de papas nativas cultivadas
(Solanum sp.) en el departamento de Huancavelica para promover su uso y conservacion

sustentable.

Los objetivos especificos fuerdn: cuantificar la diversidad genética de papa nativa
cultivada usando descriptores morfoldgicos; examinar los alelos encontrados por los 12
SSR, en las cuatro comunidades de la Region Huancavelica; estimar la diversidad genética
de papa nativa cultivada usando marcadores moleculares microsatélites; determinar la

proporcion citogenético de papas nativas cultivadas.



2.1

2.2

Il. REVISION DE LITERATURA

REGION HUANCAVELICA

Huancavelica se ubica en el centro-sur de los Andes Peruanos. Fue un centro de
temprana diversificacion de la papa, aunque no existen documentos antiguos que
se refieran especificamente al desarrollo del cultivo de la papa en Huancavelica
(Haan 2006, 2009).

Durante milenios, el actual departamento de Huancavelica fue habitado por
diferentes grupos humanos o etnias: Chavin (1200 - 500 AC), Wari (800 - 1200
DC), reinos locales como los Tayacajas, Angaras, Astos, Chancas, Choclocochas,
Laramarcas y otros (1200 - 1470 DC), e Incas (1470 - 1536 DC). Pocas décadas
después de la conquista espafiola, Huancavelica, la capital del departamento, tuvo
gran auge debido a la explotacion del mercurio, que se producia en abundancia en
la mina Santa Barbara. Indudablemente, la sucesién de culturas y etnias, sus rutas
de intercambio de productos, la disminucion drastica de la poblacion indigena
después de la conquista, el comercio en la época colonial, las reducciones
impuestas por el virrey Toledo, que sojuzgaron a gran parte de la poblacion andina,
no alteraron la composicion de las variedades de papas nativas cultivadas en
Huancavelica (Haan 2006, 2009).

LA PAPA

La papa es uno de los vegetales mas productivos que se cultiva en el mundo, y
provee la mayor fuente de nutricion e ingreso para muchas sociedades (Spooner y
Hetterscheid, 2005). Ocupa un lugar importante en la agricultura, economia y
seguridad alimentaria, situdndose en el cuarto lugar de los cultivos o alimentos que
sustentan la nutricion a nivel mundial, después del maiz, el trigo y el arroz, con una
produccién para el afio 2007 de 325,3 millones de toneladas y un valor estimado de
la cosecha de 40 mil millones de US doélares. Se espera que para 2020 la demanda
de la papa sea el doble de la consumida en 1993 (FAO, 2009).



La papa representan una reserva de germoplasma amplia y Unica, parcialmente
explorada y poco usada en el mejoramiento genético, muchas de estas especies se
pueden utilizar directamente en cruzamientos compatibles con papas cultivadas o a

través del uso de gametos no reducidos (Spooner y Salas, 2006).

La papa Solanum L. seccion Petota Dumort. y sus parientes silvestres se
distribuyen a lo largo del continente americano, desde el suroeste de Estados
Unidos hasta Chile, Argentina y Uruguay (Hijmans et al., 2003). Las papas nativas
cultivadas son especies del genero Solanum, que no pertenecen a las patatas
comunes (Solanum tuberosum) (Tabla 1); producen tubérculos variopintos y se
cultivan bajo duras condiciones ambientales donde las variedades comerciales no
pueden competir. Dichos agricultores han sido capaces de seleccionar y mantener
una alta diversidad de germoplasma con excelentes cualidades organolépticas,
cultivando papas nativas de diferentes ploidia, resistencia a enfermedades y estreses
abioticos dentro de una misma parcela de cultivo. Sin embargo, hasta hoy estos
valiosos recursos no han sido explotados eficientemente a causa del aislamiento
geogréfico (Ritter et al., 2010).

2.2.1 Polémicas sobre la taxonomia de la papa

Existe controversia sobre la taxonomia de las papas cultivadas, debido a que
diferentes autores han reconocido hasta 20 especies (Huaman y Spooner, 2002),
pero todas forman un mismo acervo genético (Spooner et al., 2005). Estudios
morfoldgicos (fenéticos), acompafiados de datos moleculares utilizando isoenzimas,
RFLP, AFLP o SSR de ADN, se han aplicado para definir el limite entre especies
silvestres y cultivadas de papa (Rodriguez, 2009).

Resultados morfologicos y moleculares recientes clasifican la papa en 190 especies
repartidas en cuatro clados, que presentan algunas relaciones inter especificas y
gran variabilidad con la clasificacion propuesta inicialmente en 1990 por Hawkes
(Spooner et al., 2008).

Spooner et al. (2008), ponen en tela de juicio muchas de estas series y listan
Unicamente 189 especies, incluyendo la descripcion de diez nuevas especies desde

Hawkes. Se estima que en un futuro se producira una reduccion aun mayor del
4



numero de especies, en la medida que continden sus trabajos de investigacion con

marcadores moleculares (Spooner et al., 2008).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de las especies cultivadas de papa

Dodds Bukasov (1971) Hawkes (1990) Ochoa Huaman y Spooner et al.
S (1962) Lechnovich (1971) (1990,1999) Spooner (2007)
& (2002)
2X  S.tuberosum S. aanhuiri  Juz. 'y  S.ajanhuiri S. ajanhuiri S. S. ajanhuiri
Bukasov tuberosum
Grupo
Stenotomum S. canarense Juz. y S.stenotomum S. stenotomum Grupo
Subgrupo Bukasov ssp. goniocalyx S. goniocalyx Ajanhuiri
Goniocalyx S. erlansonii Bukasov ssp. stenotomum
S. goniocalyx Juz. y Grupo
Subgrupo Bukasov S. phureja S. phureja Stenotomum
Stenotomum Ssp.
S. macmillanii Bukasov hygrothermicum
Grupo S. phureja Juz. y Bukasov ssp. phureja Grupo
Phureja Phureja
Subgrupo S. rybinii Juz. y Bukasov
Amarilla S. stenotomum Juz. y
Subgrupo Bukasov
Phureja
3X  S.tuberosum S. boyacense Juz. y S.chaucha S. chaucha Grupo S. juzepczukii
Grupo Chaucha  Bukasov Chaucha
S. chaucha Juz. y Bukasov
S. chocclo Bukasov
S. ciezae Bukasovy Lechn.
S. juzepczukii S. cuencanum Juz. y  S.juzepczukii S. juzepczukii
Bukasov S. juzepczukii Grupo
Bukasov Juzepczukii
S. mamilliferum Juz. vy
Bukasov S.
tenuifilamentum Juz. 'y
Bukasov
4X  S.tuberosum S. andigenum Juz. y S.tuberosum S. tuberosum S. tuberosum
Bukasov
Grupo ssp. andigena ssp. andigena Grupo Grupo
Andigena S. molinae Juz. ssp. tuberosum Andigena Andigena
ssp. tuberosum Grupo Grupo
Grupo S. leptostigma Juz. S. Chilotanum Chilotanum
Tuberosum S. tuberosum L. hygrothermicum
5X  S.curtilobum S. curtilobbum Juz. y  S.curtilobum S. curtilobum Grupo S. curtilobum
Bukasov Curtilobum

Fuente: (Rodriguez, 2009).



2.3

2.2.2 Biodiversidad y conservacion in-situ de papas nativas

La region Huancavelica conservan la mayoria de especies de papa cultivada con
excepcion de Solanum ajanhuiri y S. phureja; no existe evidencia de erosion
genética, ya que la poblacion in-situ y la poblacion nicleo ex-situ del CIP
comparten el 98.8 por ciento de sus alelos; el mantenimiento de la biodiversidad es
la base de la agricultura y la seguridad alimenticia (PNUMA, 2008; De Haan,
2009).

Los agricultores manejan un sistema coherente de taxonomia folclérica, compuesta
de 5 rangos, un total de 37 descriptores, y un sistema légico de nomenclatura que es
predominantemente quechua y binario; categorias de cultivares (nativo-harinoso,
nativo-amargo, mejorado) y composiciones varietales para confrontar riesgos
bidticos y abidticos. Las intervenciones externas, disefiadas para contribuir a la
conservacion in-situ de la biodiversidad de papa nativa, no necesariamente toman
en cuenta los procesos autdctonos fomentados por los agricultores, que se
mantienen y funciona por cientos de afios. Es asi que aun persiste el reto de:
sistematizar las estrategias externas (intervencionistas) de conservacion in-situ y de

fortalecer la base cientifica de la conservacion in-situ (Haan, 2009).

DIVERSIDAD GENETICA DE PAPA

La diversidad biolégica puede dividirse en categorias que describen diferentes
aspectos de los sistemas vivos. Hoy en dia resulta ser una préactica comun definir la
diversidad biolégica en funcién de los genes (diversidad dentro de una poblacién o
diversidad genética), las especies y los ecosistemas; los cuales corresponden a tres
niveles fundamentales de la organizacion bioldgica y estan jerarquicamente
relacionados (IPGRI; Cornell University, 2004).

La diversidad genética se refiere a la variacion de los genes de las especies, 0 sea, a
la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de organismos. En realidad,
todas las variaciones provienen de la secuencia de los cuatro pares de bases que
componen la molécula de ADN y que constituyen el cddigo genético. Es posible

encontrar otros tipos de diversidad genética en otros niveles de organizacion del



nucleo celular, por ejemplo, en la cantidad de ADN por célula, en el nimero de
cromosomas y en la estructura del ADN (IPGRI; Cornell University, 2004).

La generacion de nueva variacién genética se produce continuamente en los
individuos a causa de las mutaciones cromosdmicas y genicas, las cuales se
propagan, en los organismos de reproduccion sexual, mediante la recombinacion.
La variacion genética recibe también el influjo de la seleccion. Las consecuencias
de estos fendmenos son los cambios en las frecuencias genotipicas y alélicas, que
son los responsables de la evolucion de las poblaciones. EI Fitomejoramiento y
otros procesos de seleccion artificial pueden originar cambios similares en la

variacion genética (IPGRI; Cornell University, 2004).

Otros tipos de diversidad genética pueden ser causados por la cantidad de ADN por
célula, o por variantes en la estructura y el nimero de cromosomas. La seleccién
actla en el acervo de variacion genética actual y, en consecuencia, facilita la
evolucién y el mejoramiento selectivo artificial. La diversidad genética hace
posible que las poblaciones se adapten a condiciones cambiantes del medio
ambiente (IPGRI; Cornell University, 2004). EIl nivel de ploidia son datos utiles en
el estudio de una especie y en la caracterizacion del germoplasma. Puede mostrar
las relaciones existentes entre especies dentro de un género o familia y clarificar el
origen de los hibridos naturales y variedades cultivadas. Ademas, gran parte de las
caracteristicas reproductoras y evolutivas de las especies se explican por el
conocimiento de sus rasgos citolégicos (Valladolid et al., 2000).

Por lo general, el nivel de especie se considera como el nivel mas natural para
considerar la diversidad de todo el organismo. Las especies también son el foco
primario de la evolucion, y el origen y la extincion de especies son los principales
agentes de la diversidad biologica en casi todos los sentidos. La diversidad a nivel
de especie puede medirse de diversas maneras. La ‘riqueza de especies’ es el
numero de especies en una Region. La ‘diversidad taxonomica’ (IPGRI; Cornell
University, 2004).

Uno de los trabajos mas recientes es el conducido por De Haan, quien investigo la
diversidad de papas nativas en 8 comunidades de Huancavelica. Caracterizd la
7



diversidad genética a nivel morfoldgico, especies y agroecoldgico (dindmica anual)
de la papa. A la vez, investigd sistemas transversales: biosistemética indigena,
dinamica temporal y espacial, sistema de semilla y sistema alimentaria. Las
intervenciones externas disefiadas para contribuir a la conservacién in-situ de la
biodiversidad de papa nativa no necesariamente tomd en cuenta los procesos
autdctonos, fomentados por los agricultores. Persiste el reto de: i.) sistematizar las
estrategias externas (intervencionistas) de conservacion in-situ, ii.) fortalecer la

base cientifica de la conservacion in-situ (De Haan, 2009).

Dominguez (2007), analizé la diversidad genética de papas nativas (Solanum sec.
Petota) de la comunidad de Chahuaytire, integrante del Parque de la Papa (Pisag-
Cusco) y de las papas nativas repatriadas por el Centro Internacional de la Papa
usando marcadores microsatélite. Entre las papas nativas de Chahuaytire y las
repatriadas por el CIP hubo una minima variacion molecular (0.73 por ciento),
demostrando la representatividad genética de las papas nativas repatriadas por el
CIP en la comunidad de Chahuaytire, siendo apropiadas para su integracién en el

germoplasma de la comunidad (Dominguez, 2007).

Soto (2006), analiz6 la diversidad genética de papa nativa (Solanum sp.) de los
departamentos de Ayacucho, Cajamarca, Cuzco, Huancavelica y Puno- Perd,
mediante el uso de marcadores moleculares microsatélite. Los marcadores
microsatélite demostraron ser eficientes en el analisis de la diversidad genética de
variedades de papa nativa (Solanum sp.), pero no fueron suficientes para
discriminar grupos homogéneos diferenciados por especie o zona de colecta. El
analisis de agrupamiento y los valores de diversidad genética obtenidos para las
especies S. tuberosum subsp. Andigena y S. chaucha indican que existe un alto
grado de diversidad genética en la muestra analizada y corrobora los resultados
obtenidos de los inventarios y caracterizacion realizados en las chacras de los

agricultores conservacionistas (Soto, 2006).

Durand (2012), describié morfolégicamente y fisio-agronomica los cultivares de
papa nativa (Solanum sp.), colectadas en el centro poblado de Pomamanta, Comas,
Junin. Formaron 34 grupos mejor diferenciados, a la vez identifico dos duplicados

reduciendo las entradas iniciales. Los caracteres evaluados mas importantes fueron:
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flor, tubérculo, brote, pedicelo, tallo y baya los cuales permitieron la diferenciacion
de los grupos. La descripcion fisio-agrondmica permiti6 formar 8 grupos
diferenciados por el rendimiento, tamafio de tubérculo, nimero de tubérculos y

periodo de madurez de la planta (Durand, 2012).

Ames (2003), valido la seleccion de la coleccion ndcleo de Solanum tuberosum
subsp. Andigena mediante el uso de Marcadores Micro satélites. Los diferentes
parametros genéticos tales como riqueza alélica, diversidad genética e identidad
genética poblacional y de locus, asi como pardmetros estadisticos permitieron
determinar que el método de seleccion de la coleccion nucleo fue eficiente para
capturar la diversidad genética de la coleccidon base, pero no fue el método mas
eficiente para obtener la maxima retencion de la riqueza alélica. Ademas, se pudo
demostrar que la diversidad a nivel del ADN no fue profundamente afectada por el
procedimiento de muestreo basado en caracteres fenotipicos usados para
seleccionar la coleccion nucleo de Solanum tuberosum subsp. Andigena (Ames,
2003).

Condori (2003), selecciond la coleccion nucleo de Solanum tuberosum subsp.
Andigena basada en marcadores microsatélite. El analisis de datos pasaporte junto
con los datos de las frecuencias de los 10 loci microsatélite de Solanum tuberosum
subsp. Andigena, a través del programa Structure 2.0, reveld la existencia de tres
sub poblaciones genéticamente distintas correspondientes a las regiones de Peru,
Bolivia-Argentina y Ecuador-Colombia-Venezuela las cuales se desarrollaron
probablemente por hibridacién con otras especies de papa, tanto cultivadas como
silvestres, cuyas &reas de distribucion coinciden con las zonas de las sub
poblaciones, ya que S. tuberosum subsp. Andigena con las demas papas cultivadas,

pertenecen a un “pool” de genes comunes (Condori, 2003).

2.3.1 Variacion genética

La variacion genética oculta es mucho mas extensa que la que se observa a traves
del fenotipo; tanto es asi, que es practicamente imposible que dos individuos en
una poblacién tengan el mismo genotipo en todo los loci. Esta variacion genética
puede detectarse mediante tecnologias moleculares que evidencian polimorfismos,

los cuales resultan Gtiles como marcadores genéticos. Sin embargo, incluso las
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herramientas moleculares tienen sus limitaciones y, salvo en el caso de
comparaciones de toda la secuencia de ADN, la mayoria de los métodos se limitan
a cierto namero de genes o loci. Aun asi, generalmente se encuentra suficiente
variacion en las muestras de genes para que sea posible evaluar la variacion

genetica en la mayoria de las poblaciones (IPGRI; Cornell University, 2004).

Como se mencion0 anteriormente, debido a que casi siempre se examina
solamente un pequefio fragmento del genoma en los estudios sobre variacion
geneética, surgen preguntas acerca de la confiabilidad de los resultados para ser
extrapolados a las poblaciones naturales. Esta es una razén de peso para planear
cuidadosamente los experimentos y prestar especial atencion al muestreo tanto de
los individuos como de los loci que van a ser evaluados (IPGRI; Cornell
University, 2004).

La variacion genética estd asociada al genotipo y puede detectarse mediante
tecnologias moleculares que evidencian polimorfismos, los cuales resultan Utiles
como marcadores genéticos, la mayoria de los métodos se limitan a cierto nimero
de genes o loci. La variacién entre poblaciones de una especie, mas la variacion

dentro de las poblaciones es la diversidad genética total (Sevillay Holle, 2004).

Si no hay variacion genética para una caracteristica dentro de una poblacion, el
caracter no puede ser modificado por seleccion natural, por ello es que la
variabilidad genética constituye la base del progreso genético; y, en el caso que
este caracter sea afectado por un cambio en el ambiente o en las condiciones de
vida se corre el riesgo que la poblacion desaparezca. Los individuos de una especie
difieren entre si en muchas caracteristicas. Esas diferencias tienen causas genéticas
y ambientales. Toda la variabilidad genética se origina por mutacion. En su
concepto mas simple la mutacion se produce por un cambio en un nucleétido en el

sector de la cadena de ADN que codifica a un gen (Ritter et al., 2010).

El mantenimiento de una amplia variabilidad genética permitird una
heterocigocidad méxima lo que a su vez asegura un maximo rendimiento y

estabilidad del comportamiento bajo condiciones donde no hay control de plagas y

10



enfermedades, estas variabilidades tienen un alto valor para la mejora genética de
la papa (Ritter et al., 2010).

2.3.2 Lapoblacién genética.

Las poblaciones son entidades muy complejas. La genética de poblaciones trata de
la unidad local de apareamiento porque los cambios en las frecuencias alelicas
ocurren dentro de estas unidades limitadas y pueden dar lugar a la evolucion de los
caracteres adaptativos. Estas unidades locales se denominan generalmente
poblaciones locales, subpoblaciones o, simplemente, poblaciones. Normalmente, en
una poblacion, los miembros de una especie se distribuyen de manera desigual. La
subdivision de las poblaciones se debe a menudo a los accidentes en su entorno. En
principio, el tamafio de una poblacién no es infinitamente grande ni tampoco

permanece constante (IPGRI; Cornell University, 2004).

Ecoldégicamente, poblacion se define como: un grupo de individuos de la misma
especie que habitan dentro de una zona geogréfica restringida que permite el

apareamiento de dos individuos cualquiera (IPGRI; Cornell University, 2004).

Genéticamente, poblacién se define como: un grupo de individuos que comparten
un acervo genético comun y tienen la posibilidad de aparearse (IPGRI; Cornell
University, 2004).

2.3.3 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es el estudio de la aplicacion de las leyes de Mendel y
otros principios genéticos a poblaciones completas de organismos en vez de
aplicarlas solamente a individuos. La genética de poblaciones es también el estudio
de los cambios en las frecuencias génicas y, como tal, se relaciona estrechamente
con la genética evolutiva porque la evolucion depende, en gran medida, de los
cambios en las frecuencias génicas (IPGRI; Cornell University, 2004). Aunque
resulta practicamente imposible inspeccionar todas las variables genéticas presentes
en una poblacion, se puede examinar una poblacion a través de la variacion de
fenotipos individuales (descripcion de ciertos rasgos morfoldgicos y fisiologicos) o

de sus genotipos (marcadores moleculares) (IPGRI; Cornell University, 2004).
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2.3.4 Estructura poblacional
Se identifican tres niveles de estructura poblacional: organismos individuales,

subpoblaciones, poblacion total. Una poblacion puede ser considerada como una
unidad. Sin embargo, en muchas especies y en numerosas circunstancias, las
poblaciones se subdividen en unidades de menor tamario. Dicha subdivision puede
ser el resultado de factores ecoldgicos (los habitats no son continuos) o de
comportamiento (reubicacion consciente o inconsciente). Si una poblacion se
subdivide, los vinculos entre sus partes pueden variar segun el grado de flujo génico
real que exista. Una poblacion se considera estructurada si (1) hay deriva genética
en algunas de sus subpoblaciones, (2) la migracion no se da uniformemente en toda
la poblacién, o (3) el apareamiento no ocurre al azar en toda la poblacién. La
estructura de una poblacién afecta el grado de variacion genética y los patrones de
su distribucion (IPGRI; Cornell University, 2004).

2.3.5 Flujo genético
El flujo génico es el paso y establecimiento de los genes caracteristicos de una

poblacién en el acervo genético de otra mediante la hibridacion y el retro
cruzamiento naturales o artificiales. Los insectos polinizadores que visiten esa
poblacion transportaran maés copias del alelo ‘a’ cuando viajen a otra poblacion X.
El efecto resultante del flujo génico se observa en las generaciones posteriores de la
poblacion X como un aumento de la frecuencia del alelo migratorio a (IPGRI;
Cornell University, 2004).

2.3.6 Fenotipo

Las diferencias fenotipicas pueden ser cualitativas o0 cuantitativas. Los caracteres
cualitativos pueden ser clasificados y los caracteres cuantitativos son medidos
(IPGRI; Cornell University, 2004).

Si los individuos se parecen entre si, comparten el mismo fenotipo. Algunos
genotipos pueden tener el mismo fenotipo. Es importante distinguir entre genotipo
fenotipo; y, caracteres modificados por el entorno “la influencia del ambiente”
(IPGRI; Comell University, 2004). Las poblaciones naturales son fenotipicamente
diversas. La riqueza de diversidad fenotipica es extraordinaria y evidente, incluso
en una observacion espontanea (IPGRI; Cornell University, 2004). Una poblacion
de individuos estrechamente relacionados entre si mostrarad una variabilidad baja.
Esta situacion es especialmente critica si las condiciones ambientales cambian y esa
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poblacion no cuenta con la variacién necesaria para hacer frente al cambio. La
poblacion rapidamente podria enfrentarse a la extincion (IPGRI; Cornell
University, 2004).

2.3.7 Gen, alelo y genotipo
En general, el término ‘gen’ se refiere a la entidad fisica que se transmite de los

progenitores a la descendencia durante el proceso reproductivo que influye en los
caracteres hereditarios. El genotipo de un individuo es la suma de todos los genes
heredados de sus progenitores. Los genes determinan la composicion de las
proteinas e influyen en los caracteres externos y en el comportamiento. No toda la
secuencia de ADN esta constituida por genes. Los genes son aquellas secciones del
ADN cuya funcion se conoce. Incluyen una seccién transcrita y un elemento
regulador que permite su transcripcion. La existencia de genes se deduce al
observar la segregacion de las variantes en la descendencia de los cruzamientos,
producidos ya sea de manera natural o artificial. Esta observacion fue la base sobre
la cual Gregor Mendel defini6 las leyes de la herencia a finales del siglo XIX
(IPGRI; Cornell University, 2004).

El gen puede tener tantos alelos como para dar origen a una serie alélica para ese
gen. Los alelos que pertenecen a una serie pueden mostrar diferentes patrones de
dominancia entre si. Por ejemplo, un alelo puede mostrar un efecto dominante, lo
que significa que expresa su fenotipo, aunque esté acompafiado de un alelo
recesivo. Un alelo recesivo es aquel cuyo fenotipo no se expresa en un individuo
heterocigoto. Si un alelo es codominante, su efecto fenotipico sera intermedio en el
heterocigoto en relacion con el efecto de un homocigoto dominante y el de un
homocigoto recesivo (IPGRI; Cornell University, 2004). Un alelo es una forma
alterna de un gen. Si un gen corresponde a una secuencia especifica de nucleotidos
a lo largo de una molécula de ADN, los alelos representan las diferentes secuencias
de nucledtidos que son posibles para ese locus especifico (IPGRI; Cornell
University, 2004).

El término ‘gen’ muchas veces se utiliza como sin6onimo de ‘alelo ‘y, en
consecuencia, a veces la expresion ‘frecuencia génica’ se usa como sinénimo de

‘frecuencia alelica’. Las diferencias alelicas en un locus Unico en una poblacion
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indican variacion genética. Esta variacion genética deber ser cuantificada para los
diferentes genes y para los diferentes individuos o poblaciones (IPGRI; Cornell
University, 2004).

2.3.8 Sistemas de reproduccion

La alogamia se presenta como apareamiento al azar, y tanto la endogamia como la
reproduccion asexual son tipos de apareamiento no aleatorio (IPGRI; Cornell
University, 2004).

Las especies alogamas, en comparacion con los organismos endogamicos, puede
retener numeros considerables de alelos recesivos deletéreos porque la situacion de
dominancia los oculta. Los alelos recesivos experimentan recombinacion
frecuente, dando lugar a nuevos tipos gameticos (IPGRI; Cornell University,
2004).

La reproduccion asexual puede ser una modalidad constante de reproduccion, pero
también puede estar combinada con ciclos de reproduccién sexual, que permite la
recombinacion de la variacién actual y, como tal, la generacion de nuevas formas o
combinaciones. Si solamente se da la reproduccion asexual en la poblacion, las

frecuencias genotipicas no pueden cambiar (IPGRI; Cornell University, 2004).

2.3.9 Factores que determinan la diversidad genética
Si, por cualquier circunstancia, una poblacién se vuelve homogénea, no habra

evolucion. En consecuencia, el cambio constante depende esencialmente de la
nueva variacion. Una poblacion genética es la suma de las frecuencias alelicas de
todos los genes en esa poblacion. Las poblaciones cambian o evolucionan porque
sus frecuencias génicas experimentan cambios. Varios factores pueden producir
cambios en la capacidad de un individuo para sobrevivir hasta que logre la
reproduccion. Si cambia la adaptacion de un individuo en una poblacion, los
genotipos en la generacion subsiguiente no estaran directamente relacionados con
las frecuencias génicas de la primera poblacion; lo que conlleva a que evolucione
la poblacion (IPGRI; Cornell University, 2004). Dado que los cambios en las
poblaciones requieren cambios en las frecuencias génicas, es importante entender
de qué manera pueden cambiar estas frecuencias (Mendoza 2000, Mendoza y

Mosquera 2011). Factores que determinan la variabilidad genética son la
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mutacién, la migracion, la recombinacién, la seleccién y la deriva genética
(IPGRI; Cornell University, 2004).

2.3.10 Polimorfismo genético
Es la coexistencia de dos o més fenotipos alternos en una misma poblacion o entre
poblaciones. Por lo general, los diversos fenotipos son originados por los alelos
alternos de un gen, se refiere a la coexistencia de patrones alternos de bandas o
variantes de ADN que se evidencian mediante métodos de deteccion (IPGRI;
Cornell University, 2004).

Se dice que un gen o un caracter fenotipico es polimérfico si en una poblacién
existe mas de una forma del gen o caracter. La variacion genética, que puede
originar cambio evolutivo, siempre esta presente (IPGRI; Cornell University,
2004).

2.3.11 Distancia genética

Las distancias genéticas son estimadoras del tiempo de separacion entre
poblaciones y se basan en ciertas diferencias genéticas existentes dentro y entre
poblaciones. Las distancias genéticas ayudan a entender las relaciones evolutivas
entre poblaciones y nos permite obtener informacion para caracterizacion de razas.
Las distancias genéticas es importante estudiar el tipo de distancia, el método de
construccion del dendrograma o algoritmos y el andlisis de re muestreos. Los
valores de distancia genética van de 0 al infinito, por ejemplo, si dos poblaciones
tienen similares frecuencias alelicas, la similitud genética podria ser 1 por lo tanto,
la distancia genética seria 0. Las matrices de las distancias genéticas entre
poblaciones pueden ser convertidas en arboles evolutivos o dendrogramas
utilizando métodos de agrupamiento, tales como, el método de agrupamiento no
ponderado por pares utilizando la media aritmética (UPGMA) o el Neighbour
Joining (NJ). Es asi como los dendrogramas no son mas que la representacion
graficade una matriz de distancias, y que bajo ciertas condiciones,
esta representacion puede ser tomada como una estimacion de la filogenia
(Gonzales, 2016).
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2.3.12 Recursos genéticos
Entre los recursos fitogenéticos se incluye la variacion genética actual, con utilidad

potencial para el futuro de la humanidad. Estos comprenden: parientes silvestres de
las especies cultivadas, especies silvestres, variedades tradicionales o razas locales,
cultivares comerciales, hibridos o lineas de mejoramiento. Debemos conservar los

recursos fitogenéticos para su uso eventual (IPGRI; Cornell University, 2004).

Los recursos fitogenéticos comprenden la variacidbn genética presente y
potencialmente util para el futuro de la humanidad. Estos recursos incluyen las
variedades tradicionales y las razas locales; los cultivares comerciales, los hibridos
y otros materiales desarrollados mediante el Fitomejoramiento; los parientes
silvestres de las especies cultivadas; otros materiales que podrian usarse en el futuro
para la agricultura o en beneficio del ambiente. En consecuencia, los recursos
fitogenéticos deben conservarse, siendo el motivo fundamental su posible
utilizacién como fuente de variacion genética potencialmente Gtil (IPGRI; Cornell
University, 2004).

Existe una preocupacion publica por la conservacion de los recursos fitogenéticos,
de los cultivos y de sus parientes silvestres, dado que representa la base genética
que sustenta la seguridad alimentaria de la humanidad (De Haan, 2009). A inicios
del siglo XX se desarroll6 el primer esfuerzo de gran escala de recoleccién y
conservacion de especies cultivadas, liderado por el cientifico Ruso Nicolai
Ivanovich Vavilov, que result6 en la creacion del primer banco de germoplasma de
cultivos con colectas de todo el mundo (Tapia, 2003). Posteriormente, a partir de la
creacion del consorcio CGIAR (Grupo Consultivo para la Investigacion Agricola
Internacional), en el afio 1971, se desarrollaron maltiples esfuerzos de conservacion
de las principales especies cultivadas de importancia mundial. Como resultado se
crearon bancos nacionales e internacionales de genes, de variedades y parientes

silvestres, asi como politicas a favor de la conservacion (Tapia, 2003).

Desde la firma de la Convencion de Diversidad Bioldgica (CDB) en Rio de Janeiro
- Brasil, en el afio 1992, existe un creciente interés por la conservacion in-situ de las
variedades nativas de cultivos, es decir la conservacion por los propios agricultores.

En funcion del importante rol alimenticio y econdémico que ain cumplen las
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2.4

variedades nativas para millones de personas, es fundamental atesorar el proceso
evolutivo que ocurre en manos de los agricultores, conservar simultdneamente la
cultura y los conocimientos autdctonos relacionados con los recursos filogenéticos.
Las variedades nativas dependen de los agricultores para su conservacién y, a la
vez, los agricultores dependen de ellas para satisfacer muy diversas necesidades
(FAO, 2009). Esta relacion de beneficio mutuo entre el hombre y sus variedades es
casi invisible para el publico en general, sobre todo para la creciente poblacion

urbana que ha perdido el contacto directo con el campo (FAO, 2009).

El departamento de Huancavelica, ubicado en el corazon de los Andes peruanos, es
conocido principalmente por ser el departamento menos desarrollado y por ende
uno de los méas pobre del Perd (INEI, 2011). No obstante, alberga un tesoro que
pasa desapercibido: cientos de variedades de papas nativas pertenecientes a siete

especies cultivadas de esta planta (De Haan, 2009).

MEDICION DE LA VARIACION GENETICA
La conservacion y el uso eficaz de los recursos fitogenéticos requieren de una
evaluacién minuciosa de la variacién genética que contiene. La variacion genética

puede medirse en dos niveles (IPGRI; Cornell University, 2004):

e En el fenotipo: es la combinacion de los caracteres individuales que
resultan de un genotipo y de su interaccién con el ambiente.

e El genotipo: es la constitucion genética particular de un organismo.

La variacion puede evaluarse a nivel tanto fenotipico como genotipico. La
evaluacion de la variacion fenotipica se concentra en los rasgos morfologicos, o
sea, en aquellas caracteristicas que definen la formay la apariencia de un conjunto
de individuos. Algunos de estos caracteres pueden considerarse ‘genéticos’ si SU
presencia en individuos emparentados es hereditaria y no depende del ambiente.
Esto quiere decir que esos caracteres estan asociados con una secuencia especifica
de ADN (Sevillay Holle, 2004).

La evaluacion de la variacion genotipica, se hace al nivel de la molécula de ADN,

que es la responsable de la transmision de la informacion genética. La molécula de
17



ADN estd compuesta por nucleétidos organizados en una configuracion de doble
hélice, cuyo nivel de complejidad aumenta hasta constituir los cromosomas (IPGRI;
Cornell University, 2004).

El analisis de varianza molecular, describe la variacién genética dentro o entre
grupos de poblaciones y determina el agrupamiento entre poblaciones. Inicialmente
se uso en el estudio de poblaciones humanas analizando perfiles de RFLP de ADN
mitocondrial. Mas adelante  AMOVA fue utilizado para el estudio de la
ecologia animal, vegetal y microbiana usando RAPS, micro satélites y
secuencias de ADN (Soto, 2006). Asi mismo se han realizado anéalisis AMOVA
utilizando micro satélites en cultivos vegetales de importancia mundial. Es un
método que sirve para estudiar la variacion molecular dentro de una especie. Haan,
utilizé este andlisis para comparar la estructura genética de subpoblaciones de
papas nativas del departamento de Huancavelica (Haan 2006, 2009, Haan et al.
2013) (IPGRI; Cornell University, 2004). EIl estudio de la variaciébn molecular, es
derivado de una matriz de distancias al cuadrado entre todos los pares de
haplotipos. AMOVA produce estimaciones de componentes de variancia y
anélogos a los F-estadisticos, designados como -estadisticos, y refleja la correlacion
de la diversidad haplotipica en diferentes niveles de subdivision jerarquica. El
andlisis de la varianza dentro y entre las poblaciones se basa en el hecho de que una
suma de cuadrados convencional (SC) puede escribirse como la suma de las
diferencias al cuadrado entre todos los pares de observaciones realizadas, siendo
posible construir un analisis jerarquico de la varianza (molecular) directamente a
partir de las diferencias al cuadrado entre todos los pares de haplotipos (Excoffier y
Lischer, 2015; IPGRI; Cornell University, 2004).

Los componentes de la variancia y estadisticos se prueban usando una técnica
permutacional, eliminando la presuncion de normalidad que es convencional para
este tipo de andlisis de variancia pero inapropiado para datos moleculares (IPGRI;
Comell University, 2004).

2.4.1 Marcadores moleculares

Tradicionalmente, los marcadores utilizados en estudios de genética y

mejoramiento eran aquellos controlados por genes asociados a caracteres

morfoldgicos, en general fenotipos de facil identificacion visual, que contribuyeron
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significativamente al desarrollo te6rico del andlisis de ligamiento y en la
construccion de las primeras versiones de mapas genéticos (Ferreira y Grattapaglia,
1995). Sin embargo, el bajo ndmero de estos marcadores y la posibilidad de
interferencia epistatica o ambiental limitaban su uso. La revolucion en este plano se
inicio con el descubrimiento y utilizacién de los marcadores isoenzimaticos. El
numero de marcadores genéticos disponibles fue ampliado y la aplicacion de la
técnica se expandid practicamente a todas las especies de plantas (Ferreira y
Grattapaglia, 1995). Con la llegada de las técnicas modernas de la biologia
molecular, surgieron diversos métodos de deteccion de polimorfismo genético
directamente a nivel del ADN, los llamados marcadores moleculares, que en
general, pueden acelerar los programas de mejoramiento genético (IPGRI; Cornell
University, 2004).

Marcador molecular es cualquier fenotipo molecular oriundo de la expresion de un
gen o de segmentos especificos de DNA, que puede ser detectado y su herencia
monitoreada. Un marcador molecular recibe el nombre de marcador genético
cuando su comportamiento se rige de acuerdo con las leyes basicas de la herencia

mendeliana (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

2.4.2 Clasificacion de los marcadores moleculares

La mayoria de los marcadores moleculares se incorporan en alguna de estas tres
categorias de técnicas que usan la hibridacion o estan basados en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Ferreira y Grattapaglia, 1995). Los marcadores
moleculares corresponden a regiones del ADN que muestran polimorfismo o
variacion entre diferentes individuos dentro de una especie (Ferreira 'y
Grattapaglia, 1995); (Ghislain et al., 2003). El analisis de ADN presenta multiples
ventajas, por entregar informacion genética precisa, permitir el analisis simultaneo
de un gran numero de muestras y es independiente del medio ambiente. Por otro
lado, el ADN puede ser extraido a partir de cantidades infimas de tejido de
cualquier érgano somatico y estado de desarrollo de la planta, permitiendo la

obtencion de resultados en un corto plazo (Blas, 2010).
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2.4.3 Técnicas basadas en la hibridacion:

Incluye principalmente los RFLPs (Polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion) donde las sondas son hibridadas a membranas que contienen DNA
fragmentado por enzimas de digestién (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

2.4.4 Tecnicas basadas en PCR que usan iniciadores arbitrarios o amplifican
locus y multi-locus:

Tienen la caracteristica de no necesitar mayor informacion de la secuencia del
genoma que se esta investigando. Se pueden mencionar a los RAPDs (polimorfismo
de ADN amplificado arbitrariamente) en el cual los iniciadores son escogidos
arbitrariamente. En los AFLPs (Polimorfismo de longitud de fragmentos
polimorficos), donde el DNA es digerido con dos enzimas de restriccion,
adaptadores son ligados y los iniciadores estan formados por una parte comin
comprendida entre el adaptador y el sitio de restriccion, y una parte Unica
correspondiente a las bases selectivas. Los microsatélite usados como marcadores
también caen dentro de esta categoria, donde se amplifica la region flanqueada por
los iniciadores. Los iniciadores (primers) sefialan el inicio y final de la
amplificacion (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

2.4.5 Técnicas basadas en PCR de secuencia especifica:

En las cuales un requisito necesario es el conocimiento de la secuencia de las zonas
flanqueantes para la obtencion de iniciadores. Dentro de esta categoria cabe
mencionar a los CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), donde el
polimorfismo se debe a los sitios de restriccion en la Regién amplificada, y a los
microsatélite, si los iniciadores han sido disefiados en las regiones flanqueantes. Las
secuencias sencillas repetidas (SSR) “microsatélite” consisten en pequefias
secuencias de 1 a 5 nucledtidos adyacentes repetidas lado a lado. En genomas
eucariontes, estas secuencias sencillas son mas frecuentes, arbitrariamente mejor
distribuidas y formar loci genéticos mucho mas polimorficos que las de los loci

hipervariables constituidos por mini satélite (Ferreira y Grattapaglia, 1995).
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2.4.6 Marcadores moleculares microsatélite

Se han descrito diversos tipos de marcadores de ADN utiles para estimar la
diversidad genética e identificacién de genotipos, tales como RFLP, AFLP, RAPD
y microsatélite (Gavrilenko et al., 2010). Sin embargo, los mas utilizados han sido
los microsatélite 0 SSRs (Simple secuencia repetida) (Ashkenazi et al., 2001,
Ghislain et al., 2003). Los SSRs presentan mayor simplicidad tecnoldgica en
relacién a RFLP y AFLP, y no requieren alta concentracion y calidad de ADN. Por
otro lado, los SSRs al contrario de los marcadores RAPD, presentan alta
reproducibilidad entre laboratorios y son de base genética co-dominante y
generalmente permiten detectar todos los alelos posibles de un locus (Ferreira y
Grattapaglia, 1995). Los microsatélite se encuentran ampliamente distribuidos en
los genomas de organismos eucariotas. A nivel molecular, los SSRs corresponden a
secuencias de 1 a 5 nucleodtidos repetidas en tandem, en donde el numero de
repeticiones revela diferencias genéticas entre individuos (Ferreira y Grattapaglia,
1995). En general, el grado de polimorfismo revelado aumenta con la longitud total
del SSR, y aungue un microsatélite no es especifico de un locus ya que podemos
encontrarlo en varios loci en algunos casos, las regiones flanqueantes si lo son, por
lo que un par de partidores para estas regiones amplificara un microsatélite concreto
(Soto, 2006).

El ADN conteniendo secuencias tipo microsatélite puede ser amplificado usando la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), con iniciadores que flanquean el
motivo repetitivo y pueden ser facilmente resueltos por electroforesis (Ferreira y
Grattapaglia 1995). Los patrones de fragmentos de ADN observados corresponden

a una huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada cultivar.

Los microsatélite, son descritos como una poderosa herramienta de identificacion
de clones y cultivares de papa que podria facilitar enormemente la conservacion y
manejo del germoplasma de papa (Ghislain et al., 2004). El Laboratorio de Biologia
Molecular Aplicada del Centro Internacional de la Papa (CIP), ha desarrollado un
set de 24 SSRs para la identificacion genética de cultivares de papa. La
incorporacion de este tipo de herramientas al estudio de la diversidad genética
facilito el manejo de colecciones y conservacion, tanto in situ como ex situ, y sera
de gran apoyo a las actividades de intercambio de germoplasma con los distintos
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centros y programas dedicados a esta actividad (Ghislain et al., 2003, 2004, 2006,

Spooner et al., 2007, Ghislain et al., 2009, Haan et al., 2013).
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Figura 1. Ubicacion de SSR en los cromosomas de Solanum sp.
Fuente: (CIP, 2004; Ghislain et al., 2003; Ghislain et al., 2009).
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3.1

I1l.  MATERIALES Y METODOS

LUGAR DE EJECUCION

El trabajo de investigacion se realizé en 4 comunidades de la Region Huancavelica

entre los meses de mayo Yy junio del 2012 — 2014 (Tabla 2; Figura 2).

Tabla 2. Ubicacién georeferenciada de parcelas de papa nativa en comunidades de

la Region Huancavelica.

Prov. Dist. Comunidad Agricultor Altitud Latitud Longitud
8 Castillapata A 4136 -12°44.209  -074°47931
) =
§ & Castillapata Castillapata B 3801 -12°44.333  -074°49.278
c
S Timoteo De la Cruz
T Pachaclla Huarcaya 4341 -12°51.825 -74°50.287
Zenon Pérez Meneses 3938 -12°40.872  -074°42.219
Pumaranra

Elberto Montes 4027 -12°40.490  -074°42.742
Pepe Escobar 4003 -12°40.459  -074°42.558
Alberto Ortiz 3944 -12°42.915  -074°43.419
Lorenzo Sullcaray 4066 -12°42.519  -074°43.525

© Huacchua

o]

= S Rolando Sullcaray Soto 4200 -12°42.109  -074.44.086

= o

Q =]

O [

< o Juan Escobar Quispe 4164 -12°42.623  -074°44.337

Estas comunidades fue del transecto centro de la Region Huancavelica es

complementario a las investigaciones realizados por Stef de Haan en diversidad

genética de papa nativa, (Haan, 2009; Haan et al., 2013).



Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Mapa georeferencial de las comunidades estudiadas de la Region
Huancavelica.

3.2 TIPODE INVESTIGACION
Explicativo, no experimental; no se intenta intervenir ni alterar el curso de un
hecho, limitandonos a observar el curso del hecho con las caracteristicas a estudiar.

3.2.1. Poblacion:
Papa nativa cultivadas en las comunidades campesinas de Pumaranra,
Huachua, Castillapata y Pachaclla; Regién Huancavelica.

3.2.2. Muestra:
El tamafio de la muestra se tom6 con método probabilistico “N,

desconocido”:
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3.2.3.

Ecuacion 1. Numero de colectas en una poblacion.

z? a/2 s°

n=———-——
=2

n= muestras o colectas de una poblacion
Z=1.96 nivel deseado de confianza 95 por ciento, a=0.05
S=0.512 desviacion con respecto a la media (rendimiento)
€= 0.05 error entre la media muestral y la media poblacional
Se colectaron 403 muestras, este tamafio fue calculado segun la formula
"n", para las cuatro comunidades de la Regién de Huancavelica. Se us6
un sistema de muestreo aleatorio simple: donde se colect6é el mayor nimero
de morfotipos de la comunidad.
Variables:

Las variables estudiadas fuerdn: colectas de papas, SSR, descriptor y ploidia

3.3 DISENO EXPERIMENTAL
Se sembro cinco tubérculos por colecta, separados por oca, tarwi o cebada segun la

3.4

ubicacion de la comunidad (Haan et al., 2013).

METODOLOGIA DE INVESTIGACION
La investigacion se llevo a cabo en tres fases: campo, laboratorio y gabinete.

3.4.1 Fase de campo:

Se sembrd las colectas en los campos agricolas de cada custodio, respetando

el lugar, fecha de siembray su tradicion (Haan et al., 2013).

a. Colecta de papa nativa cultivadas

e Se coordino con las autoridades de cada comunidad para la colecta,
almacenaje y siembra; suscribiéndose el acta entre autoridades,
colectores e investigadores.

e Se visitd las comunidades un dia antes de la colecta para Ultimas
coordinaciones.

e Secolect6 el mayor nimero de papa nativa cultivada.
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b. Tactica de coleccion:
e Se logré juntar 5-8 tubérculos por colecta y se identificd su

importancia y uso de conservarlos.
e Seidentifico las colectadas con su nombre comun.

e Se almacend las muestras en la comunidad o casa del custodio.

c. Siembray labores culturales:
e Se sembro en layme (descanso de la tierra 5 a 8 afios). El sistema de

siembra fue en chiwa, chacmeo y barbecho, entre octubre-noviembre
y la separacion entre colectas fue con oca, mashua, olluco o tarwi.
e La conduccion y manejo agronémico fue a criterio de cada

agricultor.

d. Caracterizacion morfologica.
Se uso el descriptor propuesto por el CIP (Tabla 3, datos cualitativos de

tipo nominal, multiestado) (Gomez, 2000).

Tabla 3. Caracteres usados, para la descripcion de cultivares de papa nativa en
cuatro comunidades de Huancavelica.

Habito de Crecimiento de la Planta

Forma de hoja

Color de Tallo

Forma de las alas del tallo
Grado de floracion

Forma de la corola

Color de la Flor
Pigmentacion de las anteras
Pigmentacion en el pistilo
Color del caliz

Color del pedicelo

Color de piel de tubérculo
Forma tubérculo

Color de la pulpa del tubérculo
Color del brote

Fuente: (Gomez, 2000).
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3.4.2 Fase de laboratorio

Se realizo en el laboratorio de biotecnologia aplicada del centro internacional
de la papa (CIP — Lima), entre los meses de Julio del 2013 hasta agosto del
2014,

a. Toma de muestra foliar.
Se colecté tejido joven, brotes tiernos de la planta de papa,

preferentemente hojas del tercio superior y se transportd en cajas de

tecnopor debidamente identificados.

b. Extraccion de ADN
Se pes6 220 mg de muestra foliar en tubos ependor de 2 ml y se mezcld

con el tampén CTAB al 2 por ciento, mercaptoetanol y una esfera
ceramica; procediendo con la homogeneizacion “Fastprep” 0
almacenamiento (-20°C).

La extraccion del ADN gendmico se realiz6 con el método de pequefia
escala siguiendo en protocolo establecido por el laboratorio de
biotecnologia aplicada del CIP. Terminado el proceso, el ADN fue
secado a temperatura ambiente por 2 horas, y re suspendié en 150 ul de
tampén T10E1 (CIP, 2004).

c. Digestion con ARNasa
Una vez que el ADN estuvo completamente resuspendido en T10EL, se

agregé 3 pl de ARNasa a cada muestra y se incubd a 37° C durante 1
horay media.

d. Calidad del ADN en geles de agarosa
El ADN extraido, se cargo en gel de agarosa al 1 por ciento y se realizo la

electroforesis a 90 voltios por 1 hora. Los geles se prepararon con agarosa
(al 1 por ciento, grado molecular) y tampén TBE 1x. Se utiliz6 moldes
medianos con capacidad para 2 peines de 20 pozos. Previo a cargar las
muestras al gel, se mezclé 1.5 pL de ADN con 10 pL del tinte (sab 1X:
Gel red, 1:5) (CIP, 2004).

La calidad del ADN se valoré por observacion de las bandas (forma y

grosor). La forma nos indicd cuan integro estaba el ADN; bandas difusas
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0 presencia de un barrido indic6 que el ADN esta degradado. El grosor
indicé cuanto de ADN ha sido extraido, comparandose con controles de
peso conocido 100, 200, 400 pb. En aquellos casos donde se observé
rastros difusos de ARN (smear), las muestras se volvieron a digerir con
ARNasa.

Cuantificacion del DNA

El ADN extraido, se cuantificd con el equipo Epoch; cargandose 2 pl del
blanco (tampon T10E1l) y 2 pl de muestra (con repeticion); la
absorbancia del espectrofotometro estuvo a 230, 260 y 280 nm, dando la
concentracion de la muestra en ng/ul, el software Gen5, registra los
resultados del Epoch, en un archivo MS Excel. Se calculé el promedio de
las 2 repeticiones y se dividid entre 3 (factor de correccion) para

determinar la concentracion de las muestras.

Dilucion 5 ng/ul
Las muestras fueron diluidas con agua libre de nucleasas hasta alcanzar

una concentracion de 5ng/ pl, volumen de 180 ul en placas de PCR de
96 pocillos (CIP. 2004).

Ecuacién 2. Dilucién de muestra

Cf=vd
Vi=—
Ci— Cf
5x 180
Vi="—
Ci—5

Donde:

Ci = Concentracion inicial de ADN (calculado por Epoch)

Cf = Concentracion final de ADN (5 ng/uL)

Vd = Volumen del diluyente (180 uL de Agua libre de nucleasas)
Vi = Volumen de ADN a agregar (en pL)

Microsatélite SSR caracteristicas y ubicacion

Se utilizaron 12 de los 24 marcadores micro satélites que conformaron el
set de Identificacion Genética de Papa del CIP (Tabla 4) (CIP, 2004;
Ghislain et al., 2003; Ghislain et al., 2009).
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Se siguid los programas de amplificacion estandarizados de acuerdo a la
temperatura 6ptima de union de cada iniciador a la region flanqueante del
microsatélite (Ghislain et al., 2003, 2004, 2006, Spooner et al., 2007,
Ghislain et al., 2009, Haan et al., 2013).

Tabla 4. Microsatélites SSR caracteristicas y ubicacion.

Nombre del Motivo Ubicacion Rango Protocolo  (T°a) Ciclos
locus alelos (pb) de PCR
STM5127 (TCT)n I 240 — 300 P2 56 °C 30
STM5114 (ACC)n I 270 — 340 P1 60 °C 29
STG0010 (TG)n i 170 — 200 P2 60 °C 30
STI0012 (ATT)n v 150 — 240 P1 56 °C 30
STI0032 (GGA)Nn V 120 - 160 P1 61 °C 29
STI0004 (AAG)Nn VI 80-130 P1 60 °C 31
STI0033 (AGG)n VIl 120 - 160 P1 61 °C 30
STM1104 (TCT)n VI 170 - 210 P1 53°C 28
(AT)NnGT
STM1052 (AT)n(GT) IX 210 - 270 P1 50 °C 30
n
STM1106 (ATT)n X 140 — 220 P2 51°C 29
(TC)n(AC)
nAA XI o
STMO0037 (AC)n 80— 140 P1 52 °C 31
(AT)n
STI0030 (ATT)n XlI 80— 150 P1 58 °C 31

Fuente: (Ghislain et al., 2003; Ghislain et al., 2009).

h. Protocolo de amplificacion de las regiones micro sateélites
Se siguio el perfil de amplificacion “PCR” (Tabla 5); se prepard la
mezcla para la amplificacion “Master Mix” (Tabla 6 y 7), se repartié 5 pl
de “Master Mix”, en una placa para PCR de 96 pocillos y se adicion6 5
ul de ADN (concentracién de 5 ng/ul). Los procesos se realizaron sobre
hielo para evitar degradacion de ADN y reactivos sensibles al calor.

Tabla 5. Perfil de amplificacion de PCR utilizado. T°a: temperatura de
hibridacion especifica para cada marcador microsatélite.

Caracteristica Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturacion 94 °C 50 seg. ningdno
Hibridacion T°a, segun primer 50 seg. Segun SSR
Extension 72°C 60seg.
Reposo 72°Call0°C 5 min. 0

29



i. Master mix para la amplificacion de SSR
Las muestras de ADN de las papas nativas se amplificé en un volumen

final de 10ul (CIP. 2004) (Tablas 6-7):

Tabla 6. Méaster mix, protocolo 1

Reactivo (Protocolo 1) CC. (u)/muestra

NFW 2.6
Buffer Bob’s (100 mM de Tris-HCI, 10X 1.0
20 mM de NHsSOs y 2,5 mM de

MgCl)

dNTPs 5mM 0.4
Iniciador Forward * 1uM 0.2
Iniciador Reverse 1uM 0.3
Iniciador M13 marcado 1uM 0.3
Tag ADN polimerasa 1U 0.2
Sub-total 5
ADN 5 ng/ul 5
Total 10

Fuente: (CIP. 2004).

Tabla 7. Méaster mix, protocolo 2

Reactivo (Protocolo 2) CC. (uh)/muestra
NFW 2.1
Buffer Bob’s (100 mM de Tris-HCI, 10X 1.0
20 mM de NHsSOs y 2,5 mM de
MgCly)
dNTPs 5mM 0.4
Iniciador Forward * 1uM 0.3
Iniciador Reverse 1uM 0.45
Iniciador M13 marcado 1uM 0.45
Taq ADN polimerasa 1U 0.3
Sub-total 5
ADN 5 ng/ul 5
Total 10

Fuente: (CIP. 2004).
* Iniciador marcado.

Terminada la amplificacion, se agregd 5 ul del tampdn de carga Blue
Stop Solucion a cada pocillo de la placa y se cubrio con papel aluminio
para que la luz no degrade los fluoroforos, los cuales marcaron los
fragmentos amplificados para su deteccién en el equipo LI-COR; el
servicio de tipificacién genética del CIP, se encargd de detectar las

regiones SSRs de las muestras en el equipo LI-COR.
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J.

Deteccion de los segmentos de micro satélites amplificados.

Se realizo a través del andlisis de fragmentos del equipo LI-COR, el cual
utilizé geles de poliacrilamida al 6 por ciento (urea 8M). El equipo LI-
COR 4300 es un sistema de analisis de fragmentos de ADN automatico
de alta resolucion de SSR. El equipo trabajd, junto al programa Saga ©,
el cual delimitd el orden de los marcadores micro satéelites a ser
evaluados y el marcador de peso molecular (IRD 50-350). EI gel tuvo
capacidad para 48 muestras en cada corrida, las muestras se cargaron en
grupos de 8 y el marcador de peso molecular se carg6 al principio, al
final y entre cada grupo de muestras. Como el equipo detectd 2
marcadores microsatélites a la vez, la amplificacion de un marcador
utilizé el iniciador M13 marcado con IRDye 700 y la amplificacion del

otro marcador utiliza el IRDye 800.

Registro de alelos
El software de analisis SAGA ©7, registré los alelos SSR; tomo en cuenta

aquellas bandas que mostraron una morfologia definida (Ghislain et al.,
2003; Ghislain et al., 2009). Se registré los diferentes alelos en una
matriz binaria, los presentes se les asignd el valor de 1y a los ausentes el
valor de 0. Cuando la muestra no presentaron amplificacién en SSR
dado, esta se consider6 como datos perdidos y se asigna el valor 9 para
todos los alelos encontrados para ese SSR en las demés muestras
(Ghislain et al., 2009; Ghislain et al., 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Patron de alelos del marcador microsatélite STI0003
amplificado en Li-cor, con IRD 700; los alelos se muestran
nitidamente siendo faciles de evaluar.

Al final el programa reportd, tamafios de alelos de un microsatélite

encontrados por muestra. Este reporte se transfirid a un archivo Excel

para generar la matriz de 1sy 0Os.

NUmero de cromosomas con el citdbmetro de flujo.

Se determing la ploidia con un citometro de flujo (Dolezel et al., 1989):

>

A\

Se cortd un area de hoja de 50 - 60 mg en placas petri de muestra 'y
del control diploide.

Se agreg6 250 ul de buffer LBO1 directamente sobre ellas. Se cortd
la muestra en pequefios fragmentos con una hoja de afeitar evitando
triturar el tejido y adicionar 250 pl mas del buffer LBOL.

Se incub6 por 2 min a temperatura ambiente.

Se agreg6 7 ul de yoduro de propidio [Img/ml] y 2.5 pl de RNasa
[5Smg/ml] a los tubos de muestra

Se absorbié 250 pl de la suspension y filtrarla a través de los
CellTrics de 20 pm en los tubos de muestra.

Se retird el filtro e incubo la muestra en oscuridad durante 5 min.

Se analiz6 la muestra en el citdmetro.

A partir de las medias de fluorescencia se estimo la ploidia de las

muestras.
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3.4.3 Fasede gabinete

El trabajo de gabinete fue realizado en las instalaciones de la Universidad
Nacional de Huancavelica, Oficinas del CIP-Lima; y, ambientes de la
UNALM durante los meses de julio del 2015 a marzo 2017.

a. Analisis de conglomerados con datos morfoldgicos.
Es una técnica para formar grupos de unidades taxondmicas de
ordenacion “OTUs”, se asocid por su grado de semejanza. En primer
paso se realizd una matriz de similitud; con esta se van juntando
nucleos, formados por dos OTUS y grupos formados por varios
OTUS. Hay varias formas de incorporar los nuevos OTUS a los
grupos que van formando; ellas se denomino de ligamiento simple,
completo o promedio, el mas usado es de ligamiento promedio
aritmético no ponderado (UPGMA); se uso el programa NTSYS-pc
(sistema de anélisis multivariado de taxonomia numérica) version
2.2, se grafico el grado de semejanza en un “fenograma” entre varios

UTOs (Sevillay Holle, 2004); (Applied Biostatistics Inc. 2008).

e Estandarizacion y transformaciones en la matriz basica de
datos morfol6gicos.
Los datos multiestado, se estandariz6 con el programa Ntsys 2.2
en el médulo transf (Gonzales, 2016) (Anexo 1).

Ecuacién 3. Estandarizacion de datos

.., Xij—a
Xiy=—""—
J b

Xij es el valor del caracter i para la U.B.C. |

a: Puede tomar diferentes valores.

b: Puede tomar diferentes valores.

Si a= media del caracter i;

b= desviacion estandar del caracter i, se denominan puntuaciones

Z (distribucién normal estandar)
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Matriz de similitud entre las unidades basicas de
caracterizacion “UBC” de datos morfoldgicos.

Se calculé la matriz de similitud a partir de la matriz basica de
datos estandarizada, usando el médulo Dis/similarity / qualitative
data del programa Ntsys 2.2 (Gonzales, 2016) (Anexo 1).

El método de ordenacion; permitio explicar la mayor parte de la
variabilidad total existente entre los caracteres evaluados, en un
numero reducido de dimensiones y presentd al material de
estudio en un numero reducido de dimensiones “ACP analisis de

componentes principales” (Anexo 10-14) (Gonzales, 2016).

Calculo y dibujo del dendrograma de datos morfologicos.

Se dibujo el dendograma (Anexo 3-7 y 15-19) a partir de la matriz
similitud, se usé el modulo Cluster /SAHN/UPGMA del
programa Ntsys 2.2 y permitié la basqueda de grupos similares lo
méas homogéneos. El coeficiente de ligamiento simple va de 0 <
x| < 1; “1” es la méaxima similitud y “0” es la minima similitud
(Gonzales 2016) (Anexo 1-6).

Coeficiente de simple ligamiento (SM) para medir o calcular la

similitud fenética:

Ecuacidn 4. Coeficiente de ligamiento simple

SM=(a+d)/(a+b+c+d)

(@) que ambos UTOs compartan el caracter a evaluar (1,1); (b.)
que ambos UTOs no compartan el caracter a evaluar (0,0); (c) que
el primero de ellos presenta el caracter y esté ausente en el otro
(1,0); (d) que el segundo de ellos presente el caracter y esté

ausente en el primero (0,1)
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Obtencidn de la matriz cofenética y calculo del coeficiente de
correlacion de datos morfologicos.

Se cuantifico la distorsion debido al método de agrupacion,
empleando la matriz cofenética a partir del dendograma de datos
morfologicos, se us0 el modulo Claster / COPH /
ultrametricDis del programa Ntsys 2.2 (Anexo 7)

Se compar6 la matriz de similitud y la matriz cofenética
(coeficiente de correlacion) de datos morfologicos en cada
comunidad, en el modulo Graphiscs/MxComp del programa
Ntsys 2.2.

b. Analisis de conglomerados de datos moleculares.

La matriz binaria molecular (Anexo 8) se sintetizd6 con el software

NTSYS-pc “Sistema de Analisis Multivariado de Taxonomia Numérica”

version 2.2, este es un paquete informatico de algoritmos para producir

analisis fenéticos a partir de datos genéticos (frecuencia de genes), datos

cuantitativos y datos cualitativos (presencia y ausencia), se calculd la

afinidad entre unidades taxondmicas basadas en el estado de sus caracteres
(Spooner, 2003), (Applied Biostatistics Inc., 2008), (Gonzales, 2016). Para
la diagramacion del dendograma se uso el software DARwin 5 (Perrier y
Jacquemoud-Collet, 2006).

Matriz de similitud entre las unidades basicas de
caracterizacion “UBCmo”, de datos moleculares

Se calculé la matriz de similitud a partir de la matriz bésica
molecular (Tabla 8, Anexo 14), se uso el médulo Dis/SimQual /

SM del programa Ntsys 2.2.
En la aplicacion de las técnicas de Taxonomia Numeérica cada

individuo (cada colecta de papa nativa), fue considerado como
UTO “Unidad Taxonomica Operativa” (Gonzales, 2016).
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Tabla 8. Matriz binaria

UTOj
1 0
11=a 10=b
UTO k
0 01=c 00=d

Los datos SSR obtenidos de los estados de presencias y ausencias
de cada alelo SSR, se registro en una matriz binaria (Anexo 14),
se uso el coeficiente de asociacion SM para calcular la similitud

genética (Gonzales, 2016):

Ecuacién 5. Coeficiente de asociacién de SM

SM= a+d/(a+b+c+d)

Se compard los estados de los caracteres, entre dos UTOs jy Kk, y
se tomd en cuenta los caracteres de doble estado: presencia y
ausencia de un locus o alelo SSR, existiendo cuatro posibilidades
(Gonzales 2016):

(@) que ambos UTOs compartan el alelo SSR a evaluar (1,1); (b)
que ambos UTOs no compartan el alelo SSR a evaluar (1,0). (c)
que el primero de ellos presente el alelo SSR y esté ausente en el
otro (0,1).

Calculo y dibujo del dendrograma “molecular”.
Se dibujé el dendograma, a partir de la matriz de similitud, se uso
el programa Ntsys 2.2 en el médulo Cluster/SAHN/UPGMA.

Obtencion de la matriz cofenética y calculo del coeficiente de
correlacion “molecular”.

Se calculo la matriz cofenética, mediante el modulo
Claster/COPH/ultrametricDis del programa Ntsys 2.2 (Anexo 15-
19).

Se compar6 la matriz de similitud y la matriz cofenética de la

caracterizacion molecular (coeficiente de correlacion) y se
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cuantifico la distorsion debido al método de agrupacion, se uso el
programa Ntsys 2.2 en el médulo Graphiscs/MxComp.

c. Medida de la diversidad genética intrapoblacional

c.1 Con base en el numero de variantes (IPGRI; Cornell University,
2004)

e Polimorfismo o tasa de polimorfismo (Pj):
Un gen fue polimorfico si la frecuencia de uno de sus alelos es
menor o igual a 0.95 0 0.99
Pj=09<=0.950Pj=q<=0.99
Donde,
Pj = tasa de polimorfismo q = frecuencia alelica
e Abundancia de variantes alelicas (A):
Es el nimero de variantes en una muestra (IPGRI; Cornell
University, 2004)
La medida de la diversidad es (A - 1) variantes porque, dentro de
una poblacién mono morfica, el grado de diversidad es cero (A - 1
=0)
e Numero de alelos:
Cantidad de alelos de un locus(IPGRI; Cornell University, 2004).
e Numero promedio de alelos por locus
Es la suma de todos los alelos detectados en todos los loci,
dividido por el nimero total de loci (IPGRI; Cornell University,

2004)
Ecuacion 6. Numero promedio de alelos por locus
k
n = (1/K) Zni
i=1
Donde,

K = el namero de loci

ni = el nimero de alelos detectados por locus
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c.2Con base en la frecuencia de variantes (IPGRI; Cornell
University, 2004)

e Numero efectivo de alelos (Ae):
Es el niamero de alelos que pueden estar presentes en una
poblacion (IPGRI; Cornell University, 2004)

Ecuacion 7. Alelos efectivos

A, =1/(1—h) =1/ pi?

Donde,
pi = frecuencia del i-ésimo alelo en un locus
h=1-Xpi?

pi2= heterocigosidad en un locus

e Heterocigosidad promedio esperada (He) (diversidad genética
de Nei [D])

La Heterocigocidad promedio de todos los loci, es una estimacion

del grado de variabilidad genética en la poblacion; también es la

probabilidad de que en un locus Unico, cualquier par de alelos,

escogidos al azar de la poblacion, sean diferentes entre si (IPGRI;

Cornell University, 2004), tres calculos son posibles:

* Un locus con dos alelos: hj =1 —p2 —-g2
+ Un locus j con ialelos: hj=1—- X pi2

« Promedio para varios loci: H = Lhj/L

Donde,
hj = la heterocigosidad por locus p y q = las frecuencias alelicas
H = la heterocigosidad promedio para varios loci L = el nimero total

de loci
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e Heterocigosis Observada (Ho):
Fue la proporcién de individuos heterocigotos en una poblacién, para
cualquiera de los loci, se calculé por computo directo. A mayor
frecuencia de un alelo, existi6 menor heterocigosis (Soto, 2006;
IPGRI; Cornell University, 2004).

e Riquezaalélica:
Es el total de alelos encontrados (IPGRI; Cornell University, 2004).

e Frecuenciaalélica:
Se establecié dividiendo el nimero de veces que se presentd una
forma alélica de un gen para el nimero total de alelos de ese gen en
la poblacién (IPGRI; Cornell University, 2004).

Las frecuencias relativas se consiguieron sumando la presencia de
cada uno de los alelos y dividiéndolos entre la sumatoria de alelos
totales en el programa MS Excel, también se calcularon los rangos,
promedios para cada comunidad, y se identificaron los alelos Unicos
a partir de una matriz de datos; estos se clasificard de acuerdo:
Alelos frecuentes >10 por ciento; alelos moderados entre >5 por
ciento y < 10 por ciento; alelos escasos entre > 1 por ciento y <5
por ciento; vy, alelos raros < 1 por ciento (Haan, 2009; IPGRI;
Cornell University, 2004).

d. Analisis de varianza molecular (AMOVA)
Para evaluar la diferenciacion genética de ambos distritos, se utiliz6 el
Analisis de la Varianza Molecular “AMOVA” (Tabla 9), incorporado en el
programa Arlequin ver 2.2 (Excoffier y Lischer, 2015) .

El namero de fingerprints, dio una nocion sobre la variabilidad entre y
dentro de las comunidades; se contabilizd los fingerprints totales y
compartidos entre las comunidades. Los fingerprints dieron una nocion
sobre la variabilidad entre y dentro de las comunidades; se contabilizé los
fingerprints totales y compartidos entre las comunidades. El fingerprint es
definido como la constitucion alélica particular que se obtuvo al evaluar

los loci microsatélite de cada individuo “huella genética (fingerprint) o
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perfil genético distintivo de cada cultivar” (Excoffier y Lischer, 2015)
(Applied Biostatistics Inc., 2008).

Tabla 9. Datos haplotipicos, varios grupos de poblaciones

F.V. G.L S.C. C.M.E

Entre Distritos (G) G-1 SC (entre distritos) c’a+
o’b+ 6°C

Entre comunidades P - SC (Entre o’b+ 6°C
(P) dentro de los G comunidades entro de
distritos los distritos)
Entre individuos (N) N - SC (Entre individuos o’C
dentro de las P dentro de las
comunidades poblaciones)
Total: N-1 SSD(T) o’

Donde la ny la F-statistics esta definida por (Excoffier y Lischer, 2015):

+ Evaluamos la o°c y FST por combinacion de fingerprints entre
poblaciones y entre grupos.

+ Evaluamos la o’b y FSC por combinacion de fingerprints entre
poblaciones, pero dentro de grupos.

« Evaluamos la ¢?a y FCT por combinacion de la poblacion entera entre
grupos.

El Fst representa el porcentaje de la variacion genética que es atribuible a
las diferencias entre poblaciones y grupos de poblaciones; el cual varia

entre 0 (cuando no existe diferenciacion) a 1 (cuando la
diferenciacion es completa, es decir, subpoblaciones fijadas para distintos
alelos) (IPGRI; Cornell University, 2004):

0 <FST < 0.05, indicaria poca diferenciacion genética.

0.05 <FST < 0.15, indicaria una diferenciacion moderada.

0.15 <FST < 0.25, indicaria alta diferenciacion.

0.25 < FST, indicaria una diferenciacion muy grande. Se analizaron de

modo semejante a los de Fst
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e. Estimacion de la ploidia con el citometro de flujo
El citometro de flujo estimé la fluorescencia que emite cada célula (tefiido
con yoduro de propidio) que pasa por su sensor; de acuerdo al namero de
células “count” emitiran fluorescencias de diferente tamafio formando
picos de acuerdo a la fase del ciclo celular (GO, G1 S, G2). Para el
procesamiento y comparacion del control con la muestra se uso el software
BD AccuriTMCB6. Se represento en el eje X la fluorescencia emitida por
cada célula; y, en eje Y es el numero de “count” identificadas por el

citdmetro.

Para estimar la ploidia se tomo en cuenta la relacion:

Ecuacion 8. indice de inflorescencia (Dolezel et al., 1989).

N2 de la fluorescencia de la muestra

indice de fluorescencia =
M2 de Fluorescencia del contral
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 COLECCION DE PAPAS NATIVAS
Se colectd 425 cultivares de papa nativa, en las cuatro comunidades
“Pumaranra, Huachua, Castillapata y Pachaclla”; y, se caracterizd

morfolégicamente, molecularmente, y citogenéticamente (Tabla 10).

Tabla 10. Colectas de papa nativa segun la comunidad y el agricultor

Colectas de papa nativa

Qo 2
e &8 88 & &
Comunidad Agricultor 2 =2 £3d = 3
s 8t 83 o 3
g £g S£E 3 @&
S C
oce 0O
Elberto Montes 22 22 0 22 0
Pumaranra Pepe Escobar 31 31 31 31 31
Zenén Pérez (+) 23 23 23 23 23
Alberto Ortiz 39 39 38 39 38
Huachua Lorenzo Sulcaray 61 61 59 61 59
Rolando Sulcaray 39 39 38 39 38
Juan Escobar 41 41 39 41 39
. Parcela A 83 83 81 83 81
Castillapata . cela B B 483 43 43 43
Pachaclla Timoteo Palomino 43 43 43 43 43
Total 425 425 395 425 395

La comunidades estudiadas del transecto centro de la Region Huancavelica fue
“Pumaranra, Huachua, Castillapata y Pachaclla”, es complementario al trabajo
de investigacion De Haan (2009); el cual, recolectd y caracterizd papas nativas

cultivadas del transecto Norte, Centro y Sur de la region Huancavelica.



4.2 DIVERSIDAD MORFOLOGICA DE PAPAS NATIVAS CULTIVADAS

A partir de la descripcién morfoldgica, se construyd y estandarizé la matriz
bésica de datos “MBDm” (Anexo 1). No existio la distorsién de datos
morfoldgicos en las comunidades (Anexo 7). La correlacion, segun el anélisis
cofenética y de similaridad va de 0.74 a 0.99. Los morfotipos se evaluaron a
0.5 DIST (Anexo 2-6).

El inventario y caracterizacion de la diversidad genética relativa en las 04
comunidades en forma conjunta es: 370 morfotipos, distribuidos de la siguiente
manera: 53 en Pumaranra, 171 en Huachua, 119 en Castillapata y 42 en

Pachaclla.

Tabla 11. Correlacion, t-test Mantel y diversidad morfol6gico

Mantel

Test Correlacion t-test: Coleptas Mqrf_otipos Morfotipos Morfotipos
Mantel r= t= " estudiadas  unicos a0.5DIST  totales
Pumaranra 0.79 13.79 54 52 1 53
Huachua 094 15.36 174 168 3 171
Castillapata 0.74 20.22 124 114 5 119
Pachaclla 0.99 6.81 43 41 1 42
Global 0.74  48.56 395 347 23 370

La comunidad que tuvo mayor numero de morfoldgico fue: Huachua “1717,
seguido de Castillapata “119”, Pumaranra “53” y Pachaclla “42”; esto
confirmé que existe un alto grado de diversidad genética mantenida por los
custodios en las 04 comunidades (Tabla 11) (Haan, 2009; Haan et al., 2013).

Segin el analisis de componentes principales “ACP”, los descriptores
morfologicos en las 04 comunidades: “Pumaranra, Huachua, Castillapata y
Pachaclla”; no fueron estables (Anexo 8-11), algunos estados de los
descriptores presentaron correlacion positiva y otra negativa, en la dimension
“1” (Anexo 12). La variabilidad morfoldgica, al 95.62 por ciento; se alcanzd
con 23 descriptores morfoldgicos “eigen valor” (Anexo 13).

El habito de crecimiento y el color del brote secundario presentaron una

correlacion positiva en los cuatro ambientes; los otros estados de los
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descriptores presentaron correlacion positiva y negativa con respecto a la
dimension “1”, la estabilidad de los caracteres morfoldgicos en diferentes
ambientes es inestables (Anexo 12).

Aunque resulta practicamente imposible inspeccionar todas las variables
geneticas presentes en una poblacion, se puede examinar una poblacion a
través de la variacion de fenotipos individual (IPGRI; Cornell University,
2004).

Tradicionalmente, los marcadores utilizados en estudios de genética y
mejoramiento, son aquellos controlados por genes asociados a caracteres
morfoldgicos (Ferreira y Grattapaglia, 1995). Sin embargo, debido a que estas
caracteristicas morfoldgicas son afectadas por el ambiente, Se corrobor6 los

resultados con marcadores moleculares “SSR” (Soto, 2006).

4.3 DIVERSIDAD GENETICA DE PAPAS NATIVAS CULTIVADAS

A partir de los resultados moleculares, se construyd la matriz bésica de datos
moleculares “MBDmo” “doble estado” (Anexo 14); se analizé la similitud y
construy6 el dendrograma; a partir de ello se calculé la matriz cofenética y su
correlaciéon en cada comunidad (test Mantel) (Anexo 20). La correlacion es alta,
segun la matriz cofenética y de similaridad va de 0.8 a 0.9 (Tabla 12). No existe
distorsion de los datos moleculares en las cuatro comunidades (Anexo 20).

Los marcadores moleculares, presentaron mayor discriminacién de clasificacion de
las papas nativas cultivadas; y, permitio establecer los genotipos (haplotipos, huella

genetica, fingerprint o perfil genético distintivo de cada cultivar).
En la zona centro de la Region Huancavelica se tuvo 198 genotipos, de los cuales

Huachua tienen 100, seguida de Castillapata con 88, Pumaranra 41 y Pachaclla 37
(Tabla 12) (Anexo021).
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Tabla 12. Andlisis del Correlacion, t-test Mantel y diversidad molecular

Matrix Mantel . . Genotipos  Genotipos

Test correlacion: t-test: Colectas Ge,?]?t'pos Gleongggﬁ/sl duplicados totales
Mantel r= t= unicos — at®. al 1.0 SM (Fingerprints)
ﬁag&r&lgad 0.8% 29 7** 174 52 18 30 100
e A R
Total 0.8* 34.1 395 100 40 58 198

El analisis con los marcadores SSR, proporcion6 medios mas rigidos de
clasificacién, reconocié mayor nimero de genotipos, en comparacion al anélisis
basado en el descriptor morfoldgico; esto permite reafirmar que las comunidades de
Huancavelica mantienen niveles altos de diversidad genética (Tabla 12) (Haan,
2009; Haan et al., 2013).

Haan (2009), encontrd en las 989 accesiones estudiadas: 406 cultivares Unicos
usando 18 SSR polimorficos (zona norte, centro y sur de la Region Huancavelica);
contrastado, al presente estudio se colectdé 395 cultivares de papas nativas
cultivadas y se encontrd 198 genotipos (zona centro de la Region Huancavelica); la
diferencia puede explicarse por el tamafio de la muestra y el distanciamiento entre
estas comunidades estudiadas (Haan, 2009; Haan et al., 2013).

43.1 Riquezaalélica

Se identificaron 110 alelos en los 12 cromosomas de la papa nativa
(Tabla 13). La comunidad de Castillapata presentd mayor riqueza
alelica 105, seguida de Huachua 100 alelos, Pumaranra 79 alelos,

Pachaclla 85 alelos.
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Tabla 13. Riqueza alelica en las comunidades de la Region
Huancavelica.

Cromosomay Microsatélite “SSR”

11
111
(\Y
\Y%
Vi
VIl
I1X
X1l

- S X X - or
Comunidad ~ < S N © I~ % cFi)ento

S 923 8 £83583888 ©

L VO 8 8 8 8dd d 9o 38 S

222 FE F FEEEE2ERE 3

FEGhb 5 6aaEEEE5 g
Pumaranra 935 8 4 6 885 88 7 79 718
Huachua 11 6 8 10 8 9 8 9 5 10 6 10 100 909
Castillapata 12 6 7 11 8 10 8 9 6 12 7 105 955
Pachaclla 117 56 8 6 6 8 8 5 9 6 85 773
Riqueza
alelical SSR 12 6 8 11 8 10 8 9 6 13 9 10 110 100

Estudios donde emplearon SSR similares, reportaron: 181 alelos
encontrados por Haan (Haan, 2009; Haan et al., 2013), quien utiliz6 18
SSR en 989 colectas de papa nativa cultivada; ciento cincuenta y ocho,
alelos diferentes reportdé Roca (2015) con 21 SSR en 444 cultivares; v,
188 alelos diferentes reportaron Bernardo (2015) con 23 SSR en 688
muestras de papa qurao; ciento once alelos diferentes reportaron Soto
(2006) con 19 SSR en 12 muestras de Huancavelica, este diferencial
podria deverse al tamafio de la muestra y la distancia entre

comunidades.

El nimero de alelos por loci hallados en los SSR: STM5127,
STM1104, STM0037, STM5114, concuerdan con lo reportado por
Roca (2015) quien estudié en condiciones de Junin (Roca, 2015). El
numero de alelos por loci hallados en los SSR: STM1052, STI0032,
STM5127, STG0010, concuerdan con lo reportado Bernardo (2015),
quien estudié en condiciones de Huanuco (Bernardo, 2015). Por otro
lado, los SSR: STI0004, STI0033, STM1104, STM1106, STM0037,
STI0030, STM5114, STI0012 varian +-3 segun lo estudiado por
Bernardo (2015).

De acuerdo a los alelos, detectados por los microsatélites en los
cromosomas “I”y “X”, estos fueron mas polimoérficos, en comparacion
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4.3.2

a los cromosomas “II” y “IX”; en general los 12 microsatelites

empleados presentaron alto polimorfismo.
Al compararse los resultados de la presente investigacion con lo
obtenido por Haan (Haan, 2009; Haan et al., 2013), se coincidi6 en el

uso de 7 “SSR” (Tabla 14).

Tabla 14. Diferencial genético

SSR Ubicacion  Riqueza Riqueza Diferencial
alelica alelica por geneético*
encontrado  Haan (2013)
STM5127 I 12 13 -1
STG0010 " 8 7 1
STI0032 \% 8 10 -2
STM1052 IX 6 7 -1
STM1106 X 13 10 3
STMO0037 Xl 9 11 -2
STI0030 XII 10 9 1

*El diferencial genético, podria deberse al flujo genético, por
desplazamiento de las papas nativas a otros lugares, pérdida o
introduccién de nuevos cultivares de otros departamentos o paises,
tamafio de la muestra o distanciamiento entre comunidades (Haan,
2009; Haan et al., 2013).

El nimero de alelos efectivos

El ndmero promedio de alelos efectivos por comunidad vari6
ligeramente, entre 4.14 a 4.72, con una amplitud de alelos efectivos de
0.58.

En contraste a la comparacion de los alelos efectivos entre SSR estos

fueron de 2.52 a 8, con una amplitud de alelos efectivos de 5.48 alelos.

De los 110 alelos encontrados, 50.7 fueron alelos efectivos (alelos de

mayor frecuencia) (Tabla 15).
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Tabla 15. Numero de alelos efectivos

O§ fg g g % c=t$ T © §m§

= > c O

¢ 5 @ T § &7 g8
STM5127 I 46 57 62 65 3 59 5.32
STMb5114 I 27 31 32 32 2 31 2.88
STGO0010 I 22 26 29 28 2 26 2.52
STI0012 IV 37 43 43 41 3 4.2 3.93
STI0032 vV 31 31 35 32 2 33 3.03
STI0004 VI 24 33 35 27 3 32 3.02
STIO033 Vil 8 8 8 8 8 8 8.00
STM1104 VIII 54 57 56 57 2 57 5.02
STM1052 IX 34 38 42 41 1 4 3.42
STM1106 X 59 59 64 64 42 6.2 5.83
STMO0037 Xl 34 34 34 34 2 34 3.17
STI0030 Xl 49 45 54 49 3 49 4.60
Total 49.7 53.4 56.6 55 35.2 54.5 50.7
Promedio 414 445 472 458 293 4.54

En cuanto al nimero de alelos efectivos en cada comunidad, segun la
formula 1/Z pi?, tiene en cuenta los alelos de mayor frecuencia y son

descartados los de menor frecuencia (Tabla 15).

Diversidad genética de Nei o heterocigosidad promedio esperada

La diversidad genética entre comunidades fue de 0.72 a 0,77 con una
amplitud de 0.05, expresando pequefias diferencias entre estas,
confirmando la alta diversidad genética que se encuentra en cada
comunidad (Tabla 16).

Se comparo la diversidad genética especifica entre microsatélites; y, se
encontré que esta diversidad va de 0.62 a 0.88 con una amplitud de
0.26; confirmando el alto polimorfismo alelico a que se encuentra en

cada cromosoma de la papa nativa cultivada.
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Tabla 16. Diversidad genética en 4 comunidades

. c © % < 5 g
Indice de 2 & < g = E )
Nei/SSR  § s S = £ R 3
3 g T S g 8 E¢
STM5127 l 078 082 084 08 067 0.3
STM5114 I 063 068 069 069 050 068
STG0010 I 054 061 065 064 050 062
STI0012 v 073 077 077 075 067 076
ST10032 \% 067 068 071 069 050 0.69
ST10004 Vi 058 070 072 062 067 0.69
ST10033 Vil 088 0.88 0.88 088 0.88 0.88
STM1104 Vil 081 083 082 08 050 082
STM1052 IX 071 074 076 076 000 0.75
STM1106 X 083 083 084 084 076 084
STMO0037 Xl 070 071 071 071 050 071
STI0030 Xl 080 078 081 080 067 0.80
Nei/Comunidad 072 075 077 075 057 076
Desviacion 010 008 007 008 022 008

Comparando los indices de Nei, reportado por Haan (Haan, 2009;
Haan et al., 2013) versus los indices de Nei encontrados; se concluye

que existe un diferencial genético (Tabla 17).

Tabla 17. Diferencial genético

SSR Ubicacion indice Nei Los indice Diferencial
hallado reportados por genético
Haan (2009).

STM5127 I 0.83 0.832 -0.002
STGO0010 i 0.62 0.627 -0.007
ST10032 \% 0.69 0.716 -0.026
STM1052 IX 0.75 0.781 -0.031
STM1106 X 0.84 0.80 0.04

STMO0037 Xl 0.71 0.72 -0.01
STI0030 Xl 0.80 0.80 0

Segun Haan (Haan, 2009; Haan et al., 2013), la erosion genética,
definida como la pérdida de alelos, parece ser inexistente en la Region
Huancavelica; Haan compard dos poblaciones in-situ y ex-situ donde

comparten el 98.84 por ciento de alelos entre ambas colecciones;
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aunque la diferencia de pérdida estudiado sea minima, existe un

diferencial genético; en el tiempo esta puede ser muy grande.

Frecuencias relativas de alelos

De 110 alelos encontrados: 23 fueron raros, 25 escasos, 18 moderados y
44 frecuentes (Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencia relativa de alelos

N° de alelos por su frecuencia de alelos por su

[1+]

. Escasos %

Frecuencia Moderados > 1 por ciento raros =

alelica/  frecuentes f >5porcientof <5 por f<ipr §

Comunidad >10 porciento < 10 por ciento ciento ciento =1

N° alelos- o por o por o por o por &

por ciento ciento ciento ciento ciento

Pumaranra 41 519 18 228 20 253 ¢ 0.0 79
Huachua 44 440 18 180 24 240 14 140 100
Castillapata 46 438 16 152 23 219 20 191 105
Pachaclla 46 541 18 212 21 247 0 00 85
Control 34 944 2 5.6 0 00 o 00 36
Total 44 400 18 164 o5 227 23 209 110

Las comunidades de Castillapata y Huachua tienen mayor cantidad de
alelos raros. Y en general las cuatro comunidades estudiadas tienen

alelos escasos, moderados y frecuentes.

Los valores encontrados fueron cercanos a los reportados por Haan
(Haan, 2009; Haan et al., 2013), quien, reporté 181 alelos en el
departamento de Huancavelica, de los cuales: 22.7 por ciento fueron
alelos raros, 22.1 por ciento fueron alelos escasos, 10.5 por ciento
fueron alelos moderados y 44.8 por ciento alelos fueron frecuentes.

No concuerda con lo publicado con Roca (2015), Bernardo (2015),
donde las frecuencias alélicas fueron analizados en otros departamentos
del Peru.

La variabilidad genética de la papa nativa cultivada tiene en cuenta los
alelos efectivos y no los alelos moderados, escasos y raros que son de

menor frecuencia.
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Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

El Analisis de la Varianza Molecular “AMOVA” (Tabla 19), permitio
analizar la variacién genética entre y dentro de los grupos de papas
nativas del distrito de Paucard y las papas nativas del distrito de Yauli.
La mayor variacion genética en la Region Huancavelica, ocurrio: dentro
de las comunidades (99.36 por ciento); entre distritos; y, entre

comunidades fue minima (0.35 por ciento y 0.29 por ciento).

Segun los valores de FST: 0.00643, esta variacion genética fue muy

pequena.

Tabla 19. Analisis de varianza molecular de provincias y zonas.

Componentesde  por ciento

F.v GL SC . N
varianza de variacién
Entre distritos 1 2297 0.0402 Va 0.35
Entre comunidades dentro 2 27.303 0.03269 Vb 0.29
de la poblacion
Dentro de las 391 4403.043 11.26098 Vc 99.36
comunidades
Total 394 4453.316 11.33387
Fixation Indices Vc and FST: P-value = 0.00293+-0.00164
FSC: 0.00289 Vb and FSC: P-value = 0.15347+-0.01391
FST: 0.00643 Vaand FCT: P-value = 0.34018+-0.01410
FCT: 0.00355

La variabilidad genética de papa nativa cultivada estd en los
agricultores “custodios”, mas no entre comunidades ni distritos. Los
resultados obtenidos respaldan los hallazgos de Haan (Haan, 2006,
2009, Haan etal., 2013), considerando que, en el departamento de
Huancavelica, existe mayor variacion dentro de las sub poblaciones
(98.94 por ciento), mientras que la variacion entre las poblaciones y
entre subpoblaciones fue de 0.19 por ciento y 0.87 por ciento,

respectivamente.
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4.3.6

Comparacién molecular y morfolégica entre las cuatro
comunidades de Huancavelica

Se comparé las matrices de similitud: morfoldgicas y molecular, se usd
la prueba de Mantel (Anexo 22-25). Existi6 distorsion entre datos
morfolégicos y moleculares; la correlacion va de -0.2 a 0.034 es bajo, y

el ajuste es pobre segun el coeficiente “r”” (Tabla 20).

La comunidad de Huachua tiene “171” morfotipos, seguida de
Castillapata 119, Pumaranra 53 y Pachaclla 42, confirmando que las

comunidades mantienen alta variabilidad morfoldgica.

La comunidad de Huachua tiene mayor numero de genotipos 100,
seguida de Castillapata 88, Pumaranra 41 y Pachaclla 37, confirmando

que las comunidades mantienen alta variabilidad genética.

Tabla 20. Comparacion de similitud entre la caracterizacion
morfoldgica y molecular.

Mantel test --

(@] 1

x .; -~ [}
Mantel (1967) S8, T =2 ) .
method Tests g g c Sy o Colectas  Morfotipos Genotipos
for association < 8 =2 O
Pumaranra -0.20 -3.25 0.00 54 53 41
Huachua -0.055 -1.24 0.10 174 171 100
Castillapata -0.18 -5.15 0.00 124 119 88
Pachaclla 0.034 0.29 0.61 43 42 37
Huancavelica -0.008 0.39 0.65 395 370 198

El analisis apoyado por los marcadores moleculares SSR proporciono,
indices mas rigidos de clasificacion, comparado al indice de los

marcadores morfologicos (Haan, 2006, 2009, Haan et al., 2013).

El nimero de genotipos encontrados; puso en evidencia, que los
agricultores no sobreestiman la diversidad con sus sistemas de
clasificacion morfoldgico; y, lograron mantener estos genotipos
nativos durante miles de afios (Haan, 2006, 2009, Haan et al., 2013).
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4.4 DESCRIPCION DEL NUMERO CROMOSOMICO
Del 100 por ciento de las muestras colectadas, el 48.86 por ciento pertenece a
los tetraploides, el 25.7 por ciento son triploides, el 22.28 por ciento son

diploides; vy, el 3.29 son pentaploides (Tabla 21).

En el transecto centro, de la Region de Huancavelica “comunidad de
Pumaranra, Huachua, Castillapata y Pachaclla” se cultivd: mayor porcentaje de
tetraploides y en menor cantidad los pentaploides; estos ultimos son papas

amargas que se cultivé a mayor altura y son requeridos para chufio (Tabla 21).

Tabla 21. Distribucion de ploidia por comunidad.

Regién Huancavelica — Peru N° de Ploidia
Provincia Distrito  Comunidad colectas 2X 3X 4X 5X
) Castillapata 124 21 24 74 5
) Yauli
Huancavelica Sta. Rosa de
(167) 43
Pachaclla 11 13 17 2
Paucard  Pumaranra 54 24 12 18 0
Acobamba
(228) Huachua 174 32 52 84 6
Total 395 88 101 193 13
Porcentaje ( por ciento) 100 22.3 255 489 33

Se concuerda con Haan, que la mayoria de agricultores cultivan tetraploides, en
menor cantidad los pentaploides (Haan, 2006, 2009, Haan et al., 2013).

Los pentaploides son tuberculos amargos que sirven para procesarlos como

chufio, es una fuente de carbohidratos y de seguridad alimentaria de las

familias en estas comunidades.
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V. CONCLUSIONES

En estas cuatro comunidades de la Region Huancavelica conservan alta diversidad genética

de las papas, informacion que debe ser usada en programas de mejoramiento genético como

estratégica de seguridad alimentaria en el Per(.

5.1

5.2

5.3

5.4

Morfologicamente en el transecto centro, de la Regién de Huancavelica en la
comunidad de Pumaranra, Huachua, Castillapata y Pachaclla; se encontré 370
morfotipos a un coeficiente de distancia de 0.5 DIST. La distribucion fue de la
siguiente manera: La comunidad de Huachua mostro 171 morfotipos, seguido de
Castillapata 119, Pumaranra 53 y Pachaclla 42.; confirmandonos que los custodios
no sobrestiman la diversidad de papa nativa cultivada y la Region Huancavelica es

uno de los centros de mayor conservacion de esta diversidad.

Los 12 marcadores microsatélites, originaron una clasificacion mas rigida y
permitieron identificar 110 alelos; 23 fueron alelos raros, 25 escasos, 18 moderados
y 44 frecuentes. EI AMOVA muestra gque la fuente principal de variacion estuvo en
la coleccion de cada agricultor con 99.4%. El diferencial genético se presenté en

los alelos raros, escasos y en menor medida en los moderados.

Molecularmente se encontraron 198 genotipos “fingerprints” a un coeficiente de
similitud de “1”, que representa 50.1% de duplicados, la distribucion fue de la
siguiente manera: 100 en la comunidad de Huachua, 88 en Castillapata, 41 en
Pumaranra y 37 en Pachaclla; confirmandonos que la Region Huancavelica es uno

de los centros de mayor conservacion de la diversidad genética de papa nativa.

Citogenéticamente en las cuatro comunidades de la Region Huancavelica, se
cultivd 48.9% de tetraploides, 25.7% triploides, 22.3% diploides y el 3.3%

pentaploides.



VI. RECOMENDACIONES

6.1 Los trabajos de evaluacion de la diversidad genética, deben servir para proponer

beneficios a los agricultores “custodios” y formular politicas de conservacion.

6.2 Es necesario cuantificar la diversidad genética en mas comunidades y evaluar los
genes raros, escasos y moderados; determinando en el futuro la ganancia o
pérdida de la diversidad “erosion genética”; y, proponiendo modelos matematicos

de este diferencial genético.

6.3 La evaluacion morfoldgica de la diversidad genética de papa nativa cultivada, debe

ser en un solo ambiente para no tener influencia ambiental.
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ANEXOS

VIII.

Anexo 1. Matriz basica de datos morfologica “MBDm” “multiestado cualitativo”
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Anexo 2. Dendograma morfoldgico de la comunidad de Pumaranra.
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Anexo 3. Dendograma morfoldgico de la comunidad de Huachua.
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Anexo 4. Dendograma morfoldgico de la comunidad de Castillapata.
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Anexo 5. Dendograma morfolégico de la comunidad de Pachaclla.
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Anexo 6. Dendograma morfoldgico en las cuatro comunidades de la Region Huancavelica.
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Anexo 7. Correlacion entre la matriz cofenética y de similitud de datos multiestado de
caracterizacion morfolégico por comunidad.
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Anexo 8. Andlisis de componentes principales, comunidad de Huachua.
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Anexo 10. Andlisis de componentes principales, comunidad de Castillapata.
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Anexo 11. Analisis de componentes principales, comunidad de Pachaclla.
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Anexo 13. Anélisis de componentes principales, considerando la dimension “1”.

Descriptor DIMENSION 1
Estados Huachua Pumaranra Castillapata Pachaclla
Hab/cre 0.0613 0.1601 0.1482 0.2121
For/H/b 0.0709 -0.2323 -0.1505 -0.1759
For/H/c 0.0821 -0.2637 -0.1774 -0.5137
For/H/d 0.0066 0.0081 -0.0807 -0.3618
Col/Ta 0.0998 -0.6437 -0.5569 -0.5805
For/AlTa 0.0493 -0.2092 0.0439 0.1015
Gra/Fo -0.7138 -0.4352 -0.1827 0.0345
For/Cor 0.971 -0.4418 -0.3554 -0.3332
Col/Fola 0.9835 -0.6495 -0.3376 0.1782
Col/Fo/b 0.9839 -0.0005 0.0374 -0.3345
Col/Folc 0.9837 -0.3959 -0.1525 0.0405
Col/Fold 0.9822 -0.3233 -0.1463 0.1243
Pig/Ant 0.8881 -0.1386 -0.5078 -0.6471
Pig/Pis 0.887 -0.4576 -0.5875 -0.6501
Col/Cal 0.972 -0.3028 -0.2672 -0.0544
Col/Ped 0.9707 -0.138 -0.365 0.0651
C/PilT/p 0.228 -0.7302 -0.5793 -0.6717
C/PilTli 0.1303 0.0001 -0.4156 -0.4938
CIPilT/s -0.0781 0.5779 0.051 0.2363
C/Pi/T/d -0.0091 0.4199 0.0296 0.1802
Fo/Tub/g -0.0301 -0.297 -0.2105 0.1956
Fo/TubN -0.0306 -0.2114 -0.0329 -0.2731
Fo/Tub/p -0.1308 0.0709 -0.0406 -0.1001
C/PulTlp -0.0588 0.2726 0.1964 0.0257
C/Pu/TIs -0.1212 -0.6693 -0.7159 -0.5718
C/Pu/T/d -0.1349 -0.5153 -0.6966 -0.534
Col/Br/a 0.0406 -0.555 -0.6387 -0.4893
Col/Br/b 0.0297 0.5092 0.5926 0.3871
Col/Br/c -0.1616 0.1691 0.351 0.0576
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Anexo 14. Eigen valor y porcentaje de varianza individual - acumulada de los caracteres
evaluados.

Eigenvalue Porcentaje Acumulada
1 3.65429851 12.601 12.601
2 2.61195919 9.0068 21.6078
3 2.30612693 7.9522 29.5599
4 1.88279662 6.4924 36.0523
5 1.76425581 6.0836 42.136
6 1.55248437 5.3534 47.4894
7 1.35723266 4.6801 52.1695
8 1.27044048 4.3808 56.5503
9 1.18272447 4.0784 60.6287
10 1.13344265 3.9084 64.5371
11 1.03381582 3.5649 68.102
12 0.95952859 3.3087 71.4107
13 0.88286461 3.0444 74.4551
14 0.83092073 2.8652 77.3203
15 0.75628767 2.6079 79.9282
16 0.7034714 2.4258 82.354
17 0.66337474 2.2875 84.6415
18 0.63655388 2.195 86.8365
19 0.59011619 2.0349 88.8714
20 0.51573131 1.7784 90.6497
21 0.49907007 1.7209 92.3707
22 0.48144041 1.6601 94.0308
23 0.46181276 1.5925 95.6233
24 0.39287395 1.3547 96.978
25 0.32786086 1.1306 98.1086
26 0.17000854 0.5862 98.6948
27 0.15737143 0.5427 99.2375
28 0.1247565 0.4302 99.6677
29 0.09637885 0.3323 100
30 0 0 100
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Anexo 15. Matriz basica de datos molecular “MBDmo” “doble estado”; comunidades de

Castillapata, Santa Rosa de Pachaclla, Huachua y Pumaranra.

R B L L s B VS I LY VR SO G LB (LY S A A A
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05 o100o0 900001211111 11101 000 010 001 1 1 0 O
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10 o o010 o090 9001190121111 11101000 01 0 00 0 1 0 0 0
HcvAFO
11 o o010 o090 9001190121111 111101000 01 0 00 0 1 0 0 0
HcvAFO
13 o o010 o090 9001190121111 111 00000 1 1 0 00 0 01 0 O
HcvAFO
16 o o010 0090000121111 1111010001 0 0 00 0 1 1 0 0
HcvAFO
28 o o010 00 o000 0121111111101 0001 0 0 00 0 01 0 O
HcvAFO
31 o o010 00 o000 0121111111101 000000 O0O0O1 01 0 O
HcvAFO
40 o o010 0011900011111 1 111 00000 1 1 0 00 1 1 1 0 O
HcvAFO
41 o o 11 0 0 1 o0 0 011111111011 00O O0O1o0 00 0 1 1 0 o0
HcvAFO
43 o o1 o0 1 0 0 0 0 0111111111100 0001110 001 1 1 0 o0
HcvAFO
47 o o1 o0 1 o0 0 o0 o0 0111111111100 00011190 001 1 1 0 O
HcvAFO
51 o o1 o0 0 0 0 O O OO O 00 0 0 o0 o001 01 0 0 0 0 0 01 0 1 0 o
HcvAFO
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HcvAFO
81 o o1 o0 0 o o o o o011111111711111111+o0 o0 00 0 1 1 0 0 0 1 01 0 o0
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85 o o111 0 0 0 00011 1111110 0 000 01 o0 001 0 o0 0 o0
HcvAFO
86 o o 11 0 0 0 00 0111111110 0 000 01 0 0 01 0 o0 0 o0
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89 o o 10 0 0 001 0111111111110 0 00 0 1 1 0 0 0 0 01 0 o0
HcvAFO
92 o o 10 12 0 0 0 0 0111111111110 011 0 0 01 0 0 01 0 1 1 o0
HcvAFO
93 o o 10 12 0 0 0 0 0111111111110 011 0 0 01 0 001 01 1 o0
HcvAFO
98 o o 10 0 0 1 00 1111111171111 1o0 11 1 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 o0
HcvAFL
01 o o 10 0 0 00 0 0111 117117111110 1 0 0 0 0 0 o0 0 o0 o0 1 o0 o0 o0
HcvAFL
04 o o0o1o0o0o0o0o0©0 01211111111 010001 0 0 000 1 1 0 0
HcvAFL
08 o o0o1o0o0o0o0o0©0012111 111110000011 0 00 0 1 1 0 0
HcvAFL
09 o 0110900000121 1 11111 01000 00 0 00 1 1 1 0 0
HcvAFL
18 o 0100901100011 1 111110111 0 000 001 0 o0 1 0
HcvAFL
22 o o010 0090000121111 1 111 000001 0 0 00 0 01 0 O
HcvAFL
31 o o010 0909001190111 1111111 000001 1 0 00 0 01 0 O
HcvAF1
32 o o010 0909001190121 111111 01 000000 00 1 01 0 O
HcvAF1
34 o o011 0090000121111 1 111 00000 01 0 001 0 0 0 O
HcvAG
001 o 010 00 0 00 o0 111 1 1 1 1 1 1 0 0 OO0 0 1 1 0 0 0O 0O 1 1 0 O
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Anexo 16. Dendograma molecular de la comunidad de Pumaranra.
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Anexo 17. Dendograma molecular de la comunidad de Huachua

Analisis molceular con 12 SSR
Comunidad de Huachua
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Anexo 18. Dendograma molecular de la comunidad de Castillapata.
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Anexo 19. Dendograma molecular de la comunidad de Pachaclla.
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Anexo 20. Dendograma molecular en las 04 comunidades de la Region Huancavelica.
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Anexo 21. Correlacion entre la matriz cofenética y de similitud de datos doble estado
caracterizados molecularmente por comunidad.
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Anexo 22. Fingerprints en las cuatro comunidades.

N° Comunidad Genotipo '"haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”
1 hua76, 9829 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
2 pU13 00000000000000000000000000000000000000000000000010000110000010000000000000010000000000001000000010000000000000
3 cas88 00000000001111111100100100010100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101000001100
4 hual02 00000000101111111101000100001000000001000000000010000010000010001000010000010000000000001000000010100100001000
5 cas5 00000010001111111100100010010010000010000000000011000010010000000101000000010000000100101000100100100010010000
6 pa25 00010000001111111101000001010000100010010000100001100000001000000001000010110000010000001001011010001001000000
7 pU53 00100000000000000000000000000100000001000000010010000010000000000000000000000000000000001000000000000000000000
8 pU12 pU36 00100000000000000001010000010100010001000000010010000000100001000001000000101000000000001001000010000001001000
9 huall3 00100000001111111100000000001100000001000100010000000010000000001000000000110000000001001000000000100100001000
10 PU14 00100000001111111100000000010100010001000000010010000010000000000001000000010000000000001001000010100010000000
pu38 pud0 cas26 huaé9
11 hual21 hual59 00100000001111111100000100010100001001000000010010000010000000000101000000010000000000001001000010100010000000
12 cas100 00100000001111111100000100011100010001000000010010000010000000000101000000010000000000001001000010100010000000
pu28 cas55 hual hua9s
13 hual34 pal pa20 00100000001111111100001000000100000000010100000010000010010010000000011000010000010000001101000010100010001000
14 CaSlpaZPa4 00100000001111111100001000000100000000010100000010000010010010000000011100010000010000001101000010100010001000
hua35 hua39 huad4
15 hual73 00100000001111111100001000000100000000010100000010000010010010001000011000010000010000001101000010100010001000
16 cas82 hua40 00100000001111111100001000000100000000010100000010000010010010001000011100010000010000001101000010100010001000
17 hua98 hua99 00100000001111111100001000000100000000010100000010000010010010001000011100010000010000001101000010100110001000
pud6  hual2 hua58 pall
18 pa12 00100000001111111100001000001100000001000100010000000010000000001000000000110000000001001000000000100100001000
19 pU42063120 00100000001111111100001000001100000001000100010010000010010000001000000000010000000001000000000110000010001000
20 hual47 00100000001111111100001000001100000011000000010000000010000000001000000000010000000000001000000000100000001001
21 cas39 00100000001111111100001000010100000010010110011010000010000110000001000000010000001000011001000100110000000100
22 pU48 00100000001111111100001100001100001001000000000010000010000010000001000000001000010000001000000000100010001000
23 pu25 hua25 hua8l 00100000001111111100001100001100001001000000000010000010000010000101000000001000010000001000000000100010001000
pu32 hua33 hua94 hual33
24 pa41 00100000001111111100001100001100001001000000010000000010000000001100000000101000000001000000000010000010001000
25 cas73 00100000001111111100001100001100001001000000010000000010000110101100000001101000000001000000000010000010001000
26 casl117 hual72 00100000001111111100001100001100010001000000010000000010000000001100000000101000000001000000000010000010001000
27 hua55 00100000001111111100001100010100000010010110011010000010000110000001000000010000001000011001000100110000000100
28 casl2l hual40 00100000001111111100001100010100000010010110011010000010000110001001000000010000001000011001000100110000000100
29 hual44 00100000001111111100001100010100000010010110011010000010000110001011000000010000001000011000000100110000000100
30 PU15 00100000001111111100001100010100001001000000010010000010000000000101000000010000000000001001000010100010000000
31 hua9l 00100000001111111100001100011100000010001010010010000000110111000000010000110000010000111001000110000010001000
32 cas51 00100000001111111100010100010100000001010110010010000110000010001000011000101000000001001001000010100010001000
33 Pa7 00100000001111111100101000011100001001000100010010000100000010000000110000010000000001000001000010100010001000
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N® Comunidad Genotipo '"haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”
34 hua49 00100000001111111101000000001000000001000100010010000000000110000001000000010000000001000100000110000000001000
pu23 cas63 cas108
35 paz28 00100000001111111101000000001000000001000100010010000000000110000101000000010000000001000100000110000000001000
36 hua79 pa42 00100000001111111101000000001100000000000100010010000000100010001000000000110000000001000000000000100010001000
37 cas20 hual39 pal4 00100000001111111101000000001100001000010000010010000010000010001100000000010000000001001000000100100000001001
pu7 pu35 cas90 hua29
hua74 hua88 hual29 hual61
38 pa8 pa23 00100000001111111101000000010100000001000010010010000000100010001000000000111000000001010001000010100010001000
39 hual45 00100000001111111101000000010100000001000010010010000000100010001011000000111000000001010001000010100010001000
40 cas28 00100000001111111101000100000100001000000000011000000010001000000001011000110000000001000000000010110000000000
41 pud7 00100000001111111101000100001100000001000000000010000000100010001100000000010000000001001000000010100010001000
42 hua72 00100000001111111101000100001100000001000000000010000010100000000000010000100000010001000000000000100010000000
43 pul pu49 hual5 huall? 00100000001111111101000100011100000001000110000010000110000010001001000000010000000000001000000110011000010000
cas3 cas93 hua3 hua4?2
44 hual00 hual38 pa3 00100000001111111101001000000100000001000010000010000000100110001001000000110000000001000001000010100010001100
pu6 huall hua56
45 huall1l pa36 00100000001111111101001000000100000001000100010000000010100001001000100000010000000001000100000110100010001000
46 puds 00100000001111111101001000000100000001000100010000000010100001001010100000010000000001000100000110100010001000
47 cas44  cas54 cas70 00100000001111111101001000001000000000010100010010000010000010001000000000010000000000001000000000100000001001
48 hua8 00100000001111111101001000001100000001000100010010000000100010001100000000010000000001001000000100000010001000
pu5 pu24 casl4 cas57
cas86 cas95 hua9 huas0
49 hual07 hual42 pa6 00100000001111111101001000001100000001000100010010000000100010001100000000010000000001001000000100000100001000
50 pa5 00100000001111111101001000011000000000100000010010000000000100001000000000010000000000001000000010100010000000
51 hual70 pa32 00100000001111111101001000011100000100010110011010000110000000001001100000010000010001001010000010110000001000
52 casll 00100000001111111101001001000100100010010000110000000010000000000001000000010000010001001000011010001010000000
53 pa33 00100000001111111101001001000100100010010000110000000010000000001001000000010000010001001000011010001010000000
54 cas36 cas11l 00100000001111111101010000000100000001000100011000000010100001001000000000100000001001001000000010000010001000
55 hual51 00100000001111111101010000011100000001000110010010000000000001000100000000011000001001001000000010110010001000
56 cas4l 00100000001111111101010000011100000011000010001010000010100100000000000000010001001001000001000010100010001000
57 cas46 00100000001111111101010000011100000011000010001010000010100100000000100000010001001001000001000010100010001000
58 hual06 00100000001111111101010000011100000011000010001010000010100100001000100000010001001001000001000010100000000000
cas34 cas58 cas97 cas104
hua7  hual8 hual05
59 hual09 pa24 00100000001111111101010000011100000011000010001010000010100100001000100000010001001001000001000010100010001000
60 hual10 00100000011111111100100000010101000001000100001010000110000001001000011000110000000001001011000010111000001000
61 cas9 00100000011111111100100000010101000001000100001010000110000001001000011000110000000001001011000110111000001000
62 hual57 00100000101111111100000100001100000001000000010010000010000000000100010000010000000000001000000010100100000001
63 hual7 00100000101111111100001100000100000001000000010010000010000000000000100000010000000000001001000010100010000000
64 huall6 00100000101111111100001100000100000001000000010010000010000000000100000000010000000000001001000010100010000000
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N Comunidad Genotipo "haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”
pu4 pul9 pu29 cas24
cas25 cas35 cas42 cas102
hual4 hua23 hua47 hua60
hua65 hua75 huall5 huall9
65 hual43 hual54 hual62 00100000101111111100001100000100000001000000010010000010000000000100100000010000000000001001000010100010000000
66 paz2 00100000101111111100001100000100000001000000010010000010000000000100100000010000000001001001000010100010000000
67 hual58 00100000101111111100001100000100000001000000010010000010000000000111100000010000000000001001000010100010000000
68 pu34 pub4 00100000101111111100001100001100000001010100010010000010001010000001011000010000000001001110000010100010001000
69 pu33 00100000101111111100001100001100000001010100010010000010001010001101011000010000000001001110000010100010001000
70 pu52 00100000101111111100001100010100000001000000010010000010000000000100100000010000000000001001000010100010000000
cas43 hualO hua51
71 hual08 00100000101111111100100100010100000000000010010010000000110100000001011000010000000001001000000110001000001100
hua52 hua66 hua71
72 hual23 00100000101111111100100100010100000000000010010010000000110100001001011000010000000001001000000110001000001100
73 cas7l 00100000101111111100101100011100000001010000010010000110100100001001000000010000001000101000000110100000001000
pu51 cas7 cas116 hua20
74 hua53 hua70 hua84 hual22  00100000101111111100101100011100000001010000010010000110100100001001000000010000001000101001000110100000001000
75 pal? 00100000101111111100110100010100000001100010010010000000110010000000011000010000001001100011000010101010001100
76 hua45 00100000101111111101000000000000000001000100010010000010111000000001100000001000001011000000000010100000000100
77 pu30 hua5 hual03 00100000101111111101000000010100000001000100010010000001010100001001100000001000001001100000000110101010000100
78 pu2 00100000101111111101000100001000000001000000000010000010000000001000010000010000000000001000000010100100001000
79 pu4l cas83 00100000101111111101000100001000000001000000000010000010000010000000010000010000000000001000000010100100001000
pu3 cas53 hual9
80 hua43 hua67 hual20 00100000101111111101000100001000000001000000000010000010000010001000010000010000000000001000000010100100001000
81 hua4 00100000101111111101000100001000000001000000000010000010000010001000011000010000000000001000000010100100001000
82 hual55 00100000101111111101000100001000000001000000000010000010000010001011010000010000000000001000000010100100001000
83 casl5 cas87 00100000101111111101000100001100001000000100011000000000100100001100000000011000000001001000000000100100000000
84 hua21 00100000101111111101000100011000001011100000010010000000110010001101000000011001000001011000000010101000011000
85 casl3 00100000101111111101001000010100001000000100010010000010100000001100000000011000000000001001000010100010000000
86 cas56 00100000101111111101001100011000001001000000010010000010000000000001000000010000000000001000000010100010001000
hua28 hua87 hual28
87 hual48 00100000101111111101001100011000001001000000010010000010000000001101000000010000000000001000000010100010001000
88 cas106 00100000101111111101001100011000010001000000010010000010000000001001000000010000000000001000000010100000001000
89 cas18 cas49 00100001001111111100010000011100000010000111010010000010010100000001100000100001001001101000000010100010011000
90 cas52 00100010001111111100001100011100000001100110010010000010000110000000111000110000000001001001000010100010001000
91 cas105 00100010001111111100001100011100000001100110010010000010000110000000111000110000000001001001000010100100001000
92 hua31 00100010001111111100001100011100000001100110010010000010000110001000111000110000000001001001000010100010001000
93 cas115 00100010001111111100001100011100000001100110010010000010000110001000111000110000000001001001000010100100001000
cas6l  hua86 hua92
94 hual31 00100010001111111100001100011100000001100110010010000010000110001000111000110000000001001001000010100110001000
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N® Comunidad Genotipo '"haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”

95 pa35 00100010001111111100001100011100000011000010011010000110000100000000010000010000001000110101000110000010001100
96 cas22 00100010001111111100001100011100000011000010011010000110000100001000010000010000001000110100000110000010001100
97 pu8 hual36 00100010001111111100001100011100000011000010011010000110000100001000010000010000001000110101000110000010001100
98 pudd 00100010001111111100001100011100000011000010011010000110000101001000010000010000001000110101000110000010001100
99 cas118 00100010001111111100100010010010000100000000000011000010010000001101000000010000000100101000100100100010010000
100 pa40 00100010001111111101000101010100100001011100100010000000011100001101000000010000010000001001011010101011000100
101 pad 00100010001111111101000101010100100001011100100010000000100100001101000000010000010000001001011010101011000100
102 casl2 00100010001111111101000101010100100001011100100010000000101100000001000000010000010000001001011010101011000100
103 pu27 00100010001111111101110000010010000000100010000011000100010000001101000000011010000001101000000010101010010000
104 cas81 00100010011111111100100100010001000001000110011010000110010000000000011000110000000001000001000010101000001000
105 cas8 00100010011111111100100100010100000000010010010010000011010000000001111000001000000000000110000110101000000100
106 pu22 00100010011111111101100000000100010000000010010010000000010100000001011000010000000001000011000100001000001100
107 cas27 00100010100000000000100000000100000000000010010010000000100000000000111000010000000001000010000110100000001100
108 hua61 00100010101111111100001000011000001001000100010010000011000010001001000000000001000001001100000110100000011000
109 hual65 00100010101111111100001000011100001001000100010010000011000010001001000000000001000001001100000010100000011000
110 hua77 00100010101111111100001100010100000011100000010010000010000100001001010000010000000000101101000110100100001000
111 pa39 00100010101111111100100000000100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101010001100
112 hual67 00100010101111111100100100000100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000010000110101010001100
113 casl6 00100010101111111100100100000100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101000001100
114 cas89 00100010101111111100100100000100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101010001100
115 hua73 00100010101111111100100100000100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101010001100
116 cas60 00100010101111111100100100000100000000000010010010000000110000001000111000010000000001000010000110101010001100
117 cas2 00100010101111111100100100001100000000000110010110000010000100000001011000011000001001001010000110101000001100
118 pal5 00100010101111111100100100010100000000000010010010000000110000000000111000010000000001000011000110101010001100
119 hual46 00100010101111111100111100000100000000000110000000000001010000000001100000110000001001001001000000100010001000
120 hua57 hual12 pal6 00100010101111111100111100000100000000000110010010000001010000000001100000110000001001001001000000100010001000
121 hua22 00100010101111111100111100000100000000000110010010000001010000001001100000110000001001001001000000100010001000
122 casl9 00100010101111111100111100011100000000000110010010000001010000001001100000110000001001001001000000100010001000
123 hual49 00100010101111111101000100001100000011010000000010000010000110001100010000010000000000001001000010100100001000
124 hual41l 00100100001111111100100000010001001001100000010010000100000010000001100000000001000001011000000010101010011000
125 cas77 00100100001111111101000100010100000001100010010010000000100100001000100000010001001001001001000010110000001001
126 cas65 00100100001111111101010000110100000001011010001010000100000110001100000000010000000001001001000010100010001000
127 cas32 00100100101111111110100000010101000000010100010001000010000011000000100000111000000101010010000110101000001000
128 huall8 00100110011111111100011100010100001011000010010010000110100100001000011000010000000001010101000110000010001000
129 hua62 00100110011111111100011100110100001011000010010010000110100100000000000000010000000001010101000110000010001000
130 cas29 cas110 hual6 00100110011111111100011100110100001011000010010010000110100100001000011000010000000001010101000110000010001000
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N° Comunidad Genotipo '"haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”
puS0 cas23 cas33 cas69
cas94 cas98 cas113  hua30
hua78 hua90 hual50 hual53
131 hual6é8 pal8 00101000001111111100001100011100000010001010010010000000110111000000010000110000010000111001000110000010001000
pul0 pull cas68 hua63
132 hua64 00101000001111111100001100011100000010001010010010000000110111001000010000110000010000111001000110000010001000
133 pal3 00101000001111111100010100011110010000100010011010000110000000000001100000110000010000001111000110100100000100
134 cas84 00101000001111111100011100001100000010000110010010000100000110000001010000010100000000101100000110100010001000
135 cas62 00101000001111111100011100001100000010000110010010000100000110001001010000010100000000101100000110100010001000
136 cas4 00101000001111111100011100010110000010010110011010000010000110000001000000010000001001110000000010100010001100
137 cas10 cas17 cas85 00101000001111111100011100010110000010010110011010000010000110001001000000010000001001110000000010100010001100
138 pu20 pu2l 00101000001111111100100100010110000011000110010010000100100011001000000000010000100001001000000110100010001000
pu39 cas40 cas103
139 hua48 pa31 cas47 00101000001111111100100100010110000011000110010010000100100011001011000000010000100001001000000110100010001000
141 hual66 00101000011111111100000100011101000011001000001010000110000100001011000000010000001000001011000110100010001000
142 pa2l 00101000011111111101010000011100001010000010000010000000110101000001011000110000000001000101000110000010001000
143 cas50 00101000011111111101010000011100010010000010000010000000110101000001011000110000000001000101000110000010001000
144 cas45 00101000011111111101110000010100000001001100001010000110000010001000011000010001001001010110000010101010001000
cas31 cas66 cas96
145  cas112 hua37 hual69 pa37  00101000101111111101010100010100000001000010010000000010000110000000100000010000001000111001000110100010001000
146 cas59 00101010001111111100000100011100000000000000010010000000000111001000010000110000000000100101000110000010001000
pa30 pu43  cas91 hua27
147 hua85 hual26 hual27 00101010001111111100000100011100000011000000010010000000000111000000010000110000000000100101000110000010001000
149 hual63 00101010001111111101000010000100000011010010010010000010000101000100100000110000000101000001000100100010011000
150 hua68 00101010001111111101000100010110000001000110010010000000010000001000111000011001000001000001100110110000001000
151 hua54 00101010001111111101011000010100000010100110011010000010010110001000000000111000001000101001000110100010010000
152 pa43 00110000001111111100000100000000000000000010010010000010000101001000000000000001000001000001000010000011000000
153 cas74 cas75 cas119 00110000001111111100000100001100000001000110001010000010000100000001010000010000001001111000000110000010001000
154 cas99 00110000001111111100000100001100000001000110001010000010000100001101010000010000001001111000000110000010001000
155 hual25 00110000001111111100000100010000000000000010010010000010000101001000000000000000000001000001000010000011000000
156 hual60 00110000001111111100000100010000000000000010010010000010000101001000000000000001000000000000000010000011000000
pulé pul?7 pul8 pu3l
cas38 cas101 cas107
hua24 hua26 hua80 hua82
157 hual24 pal9 pa38 00110000001111111100000100010000000000000010010010000010000101001000000000000001000001000001000010000011000000
158 pu37 00110000001111111100000100010000000000000010010010000010000101001011000000000001000001000001000010000011000000
159 hual64 00110000001111111100000100010100000000000010010010000010000101001000000000000001000001000001000010000011000000
160 hual56 00110000001111111100101000010010000001010100011010000110000001001001000000010001010001001001000010100100001000
161 hua83 00110000001111111101000000001100000001000110000110000100000000001001000000111000000001001000000010110010001000
162 pa26 pa27 00110000001111111101000000001100000010000100100010000000000100001000100000010000010000001000000110001000001000
163 pu26 00110000001111111101000000011100000000100110000110000001000100000001000000011001001001101000000110110000001000
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86



N° Comunidad Genotipo '"haplotipo" “huella genética (fingerprint) o perfil genético distintivo de cada genotipo”

164 cas76 00110000001111111101010100010100000000000110010010000110100000001100000000010000000001001001000010100010001010
165 cas48 00110000001111111101100100010100000000000010010110000100110000000000011000010000000001001010000011100010001100
166 cas37 00110000101111111101010100011100010001000010010010000010010010000001000000010001000001011000000010101010010000
167 pa34 00110010001111111100000000000000000000000110010010000000110100000001111000011000000001000010000110000000001000

cas64 cas109 hua2

168 hual37 pal0 00110010001111111100000100010100000000000110010010000010000100000001100000011000001001001000000010100100001000
169 hual01 00110010001111111100000100010100000000000110010010000010000100001001100000011000001001001000000010100100001000
170 cas30 00110010001111111100100100000000000000000010010010000100010000000001011000010000000001001110000110100010000100
171 cas67 00110010001111111100100100010100000000000010010010000100010000000001011000010000000001001110000110101010000100
172 cas78 cas79 00110010001111111101000100001100000000000110010010000000110100000001111000011000000001000010000110001000001000
173 pu9 casl22 00110010001111111101000100001100000000000110010010000000110100001001111000011000000001000010000110001000001000
174 hual52 00110010001111111101000100001100000000000110010010000000110100001011110000011000000001000010000110001000001000
175 hual3 00110010001111111101000100001100000000000110010110000000110100000001111000011000000001000010000110001000001000
176 hua59 00110010001111111101010000010100000000000010011010000110000000001001000000010000000001001000000000000010001000
177 hua36 00110010001111111101010000010100000000000010011010000110000000001001000000010000000001001000000011100010001000
178 hua4l 00110010001111111101010000010100000000000010011100000110000000001001000000010000000001001000000011100010001000
179 huall4 00110010001111111101010000010100000000000010011110000110000000001001000000010000000001001000000011100010001000
180 hua96 00110100001111111101000100000100000001100010010110000000100100001000100000010001001001001001000010100000001000
181 hual35 00110100001111111101000100000100000001100010010110000000100100001000100000010001001001001001000010110000001001
182 cas6 00110100001111111101000100010100000001100010010110000000100100001000100000010001001001001001000010110000001001
183 hual74 00111010001111111101010100010000000010000010011000000110000100001000100000110000001001011001000111100010001000
184 hua89 10100000001111111101001001000100100010010000110000001010000000000001000000010000010001001000011010001010100000
185 cas123 10100000001111111101001001000100100010010000110000001110000000001001000000010000010001001000010010001010100000
186 cas80 10100010001111111101000101010100100001011100100010000000101000000001000000010000010000001001011010101011000100
187 casll4 10100010001111111101000101010100100001011100100010000000101100000001000000010000010000001001011010101011000100
188 hual71l 10100010001111111101000101010100100001011100100010000000101100000101000000010000010000001001011010101011000100
189 cas72 10100010001111111101000101010100100001011100100010000000101100001101000000010000010000001001011010101011000100
190 hua32 hua93 10100010001111111101000101010100100001011100100010001000101100000001000000010000010000001001011010101011000100
191 cas124 hua38 hua97 10100010001111111101000101010100100001011100100010001000101100001101000000010000010000001001011010101011000100
192 hua46 11010000001111111101000001010000000000000000100000011000001000000001000010110000010000001001011010001001000000
193 cas92 11010000001111111101000001010000100010010000100000100000001000000001000010000000000000001001011010001001000000
194 cas21 hual04 11010000001111111101000001010000100010010000100000101000001000000001000010110000010000001001011010001001000000
195 hua6 11010000001111111101000001010000100010010000100001100000001000000001000000110000010000001001011010001001100000
196 hual30 11100000001111111101001001000100100010010000110000000010000000001011000000010000010001001000011010001010100000
197 hua34 11100000001111111101001001000100100010010000110000001010000000001001000000010000010001001000011010001010100000
198 hual32 11100010001111111101000101000100000001011100100010000000101100000001000000010000010000001001011010101011000100
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Anexo 23. Matrices de comparacion de la similitud entre diferentes métodos de
caracterizacion comunidad de Pumaranra.

Anexo 24. Matrices de comparacion de la similitud entre diferentes métodos de
caracterizacion comunidad de Huachua.
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Anexo 25 Matrices de comparacion de la similitud entre diferentes métodos de
caracterizacion comunidad de Castillapata.
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Anexo 26. Matrices de comparacion de la similitud entre diferentes métodos de
caracterizacion comunidad de Pachaclla.
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Anexo 27. Matrices de comparacion de la similitud entre diferentes métodos de
caracterizacion, Regién Huancavelica.
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Anexo 28. Andlisis factorial: Distribucion de colectas en la Region Huancavelica.
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Anexo 29. Analisis factorial: Distribucion de colectas por su ploidia en la Regién
Huancavelica.

T.2
2%
2%
+ 15 Iy vy
4.4 4 P 4 22X
AT 5 2 M "
rh 4@%} . 4 E'] ﬂ}li
LTy = 4 .4:{-4:-; R K '2% :%:;
i Mo o, T
* »
" P | o w4 a3
S 4“.4}‘- & *o|edx ot
I I {1 e ——p———+— I I I
o nedx
3 .26 -2 -5 1‘1{ x| #é 'éﬁ?ﬁﬁ -3}%3;2]3%‘ 3
e f‘.ﬁjﬁ' ax» Tad5 o '.E-x
fxo SA] | 2xe T sy *a 3’:‘
dxw e 4.1 . 35:(
2ue A ' o 3
+  dx L M ]
3x ¥ 3x
Dnvdye 4g a s 2X
2%
T -2
+-.25
n ¥
T-3
sxe | e
3x
R A +-.35
gir o1
5:,,;#
T-.4
pdxt 46
Fik
Jxe
--5

92



Anexo 30. Andlisis factorial: Distribucion espacial de colectas en la Regién Huancavelica.
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