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Resumen

En este trabajo se determino la variabilidad genética de 30 accesiones de papa nativas (Solanum tubero-
sum L.) del banco de germoplasma que administra la Corporacion Colombiana de Investigacion Agro-
pecuaria (Corpoica), mediante cinco marcadores moleculares de tipo microsatélites (SSRs). En total, se
identificaron 33 alelos con un rango entre 2 (STMS1049) hasta 10 (STMS1106), donde el contenido de
informacion polimérfica (PIC) varié entre 0,368 (STM1049) hasta 0,574 (STM2022). El analisis de agru-
pamiento distribuyo6 las 30 accesiones de papas en siete grupos genéticos, con indices de similitud que
oscilaron entre 0,452 (1231) hasta 0,841 (1439). A partir de los resultados obtenidos se puede concluir
que con el uso de los marcadores moleculares empleados el material presenté variabilidad, poniendo
en manifiesto el gran valor que tiene esta coleccion para los programas de mejoramiento genético de la
especie.

Palabras clave: diversidad genética; germoplasma; marcadores moleculares; microsatélites; programas de
mejoramiento genético.

Abstract

In the present paper, it was determined the genetic variability of 30 native potato accessions (Solanum
tuberosum L.) from the germplasm bank, administered by the Colombian Agricultural Research Corporation
(CORPOICA) by five molecular markers type microsatellites (SSRs). In total, were identified 33 alleles
with a rank between 2 (STMS1049) to 10 (STMS1106), where the polymorphic information content (PIC)
ranged from 0.368 (STM1049) to 0.574 (STM2022).

1 M.Sc. (c) Profesional independiente. manuel.27116218240@ucaldas.edu.co.

Revista Ciencia y Agricultura (Rev. Cien. Agri.) Vol. 14 (2). ISSN 0122-8420. Julio - Diciembre 2017, pp. 67-76. Tunja (Boyacd) - Colombia. - 67


https://core.ac.uk/display/201608404?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

The cluster analysis distributed the 30 potatoes accessions in seven genetic groups, with similarity indexes
ranging from 0.452 (1231) to 0.841 (1439). From the results obtained, it can be concluded that with the
use of the molecular markers employed, the material presented variability, showing the great value of this
collection for the breeding programs improvement of the species.

Keywords: breeding programs improvement; genetic diversity; germplasm; microsatellites; molecular

markers.
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I. Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) pertenece a la fa-
milia de las solanaceas y al género Solanum (1); es
una especie herbacea concentrada, principalmen-
te, en la region Andina de Suramérica (2), donde se
cultiva desde los 3.500 hasta los 4.200 m s.n.m.,
y constituye uno de los cultivos mas importantes
a nivel mundial, considerado alimento basico de
aproximadamente 1.400 millones de personas (3).
S. tuberosum ocupa el cuarto lugar en cuanto a
produccién, después del maiz, el arroz y el trigo
(4), con una produccion mundial, en 2014, de 385
millones de toneladas, producidas en 19 millones
de hectareas. Pert, Brasil y Argentina son los prin-
cipales paises latinoamericanos productores (4). En
Colombia, la papa se cultiva entre los 2.000 y los
3.500 m s.n.m. (5) y anualmente se producen alre-
dedor de 2.7 millones de toneladas, en un area de
144 mil hectareas; Cundinamarca, Boyaca y Nari-
fio son los principales departamentos productores
(6).

Dada la variabilidad y adaptacién de este cultivo,
es necesario explorar la diversidad genética de las
especies existentes, principalmente de aquellas
mantenidas en bancos de germoplasma, donde se
conservan y manejan genotipos que pueden tener
alelos con caracteristicas de interés agronémico,
relacionados con produccién y resistencia a estrés
bidtico y abidtico (7).

Los recursos genéticos de papa en Colombia son
conservados y caracterizados por la Corporacion
Colombiana de Investigacién Agropecuaria (Cor-
poica), que mantiene un total de 2.123 accesiones
de S. tuberosum L. Este germoplasma se ha carac-
terizado a nivel genético empleando descriptores
morfo-agronémicos; sin embargo, a nivel molecu-
lar es poca la informacién que se ha generado, y
responde apenas al 1,88 % del total de las accesio-
nes de papa (8). No obstante, las caracterizaciones

fenotipicas de los bancos de germoplasma deben
ser complementadas con el uso de marcadores
moleculares, que permiten evaluar la diversidad a
nivel del ADN, el cual no es influenciado por el
medioambiente (9).

Estudios sobre la diversidad genética en S. tube-
rosum L. han sido desarrollados para facilitar la
utilizacion de los recursos genéticos usando téc-
nicas moleculares. Por ejemplo, Tiwari et al. (10),
usando 24 SSRs, caracterizaron 77 accesiones,
encontrando una alta diversidad en la coleccién
evaluada. Muhinyuza et al. (11) determinaron la
relacion genética entre genotipos de papa, usando
13 marcadores SSR en 18 muestras, obteniendo
porcentajes de diversidad altos; del mismo modo,
Ghebreslassie et al. (12) evaluaron una poblaciéon
de 63 muestras de S. tuberosum con 12 SSRs, iden-
tificando un alto nivel polimérfico entre los mate-
riales estudiados.

En este contexto, y con el fin de facilitar un me-
jor aprovechamiento, desarrollar estrategias ade-
cuadas de mejoramiento y conocer la diversidad
de algunas accesiones de papa, este trabajo tuvo
como objetivo estudiar la variabilidad genética ba-
sada en marcadores moleculares de tipo SSRs en
30 accesiones de S. tuberosum L., de la Coleccion
Central Colombiana que administra Corpoica.

Il. Materiales y métodos
A. Material vegetal

Se estudié una muestra total de 30 accesiones de
papa pertenecientes a la Coleccion Central Colom-
bia del banco de germoplasma de Corpoica-Tibai-
tata (Tabla I). Los materiales se establecieron en un
semillero de turba canadiense bajo condiciones de
invernadero, con una temperatura promedio de 18
°C. Este material se escogio dado que constituye el
grupo de progenitores utilizados habitualmente en
las actividades de mejoramiento.
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Tabla I. Accesiones de papa (Solanum tuberosum L.) del banco de Germoplasma- CORPOICA
analizados en este estudio.

Numero Codigo de coleccion Ploidia Procedencia

1 1951 Tetraploide Boyaca

2 1932 Tetraploide Boyaca

3 1286 Tetraploide Boyaca

4 1815 Tetraploide Boyaca

5 1295 Tetraploide Boyaca

6 2517 Diploide Boyaca

7 1641 Tetraploide Cundinamarca
8 1291 Tetraploide Cundinamarca
9 1273 Tetraploide Cundinamarca
10 1777 Tetraploide Cundinamarca
11 1336 Tetraploide Cundinamarca
12 1327 Tetraploide Cundinamarca
13 2039 Tetraploide Cundinamarca
14 2357 Tetraploide Cundinamarca
15 1469 Tetraploide Cundinamarca
16 2138 Tetraploide Cundinamarca
17 1439 Tetraploide Cundinamarca
18 1231 Tetraploide Cundinamarca
19 2071 Tetraploide Cundinamarca
20 1979 Diploide Cundinamarca
21 1445 Tetraploide Cundinamarca
22 1434 Tetraploide Cundinamarca
23 1632 Tetraploide Cundinamarca
24 2107 Tetraploide Narifio

25 1300 Tetraploide Narino

26 0188 Tetraploide Narino

27 1665 Tetraploide Narifio

28 1991 Diploide Narifo

29 2407 Tetraploide Narino

30 1415 Tetraploide Narifio

B. Extraccion de ADN geles de agarosa al 1 % (p/v) y espectrofotometria
en relacién con el grado de absorbancia (A260nm/
El ADN de cada una de las accesiones se obtu-  A280nm) en el equipo Nanodrop 2000 (Thermo
vo a partir de hojas jovenes y tallos de plantulas  Fisher Scientific, USA). El ADN se almacen6 a -20
germinadas en invernadero, utilizando el proto-  °C hasta su utilizacion.

colo descrito por Doyle y Doyle (13). La calidad

y concentracion del ADN se verifico a través de

70 - Revista Ciencia y Agricultura (Rev. Cien. Agri.) Vol. 14 (2). ISSN 0122-8420. Julio - Diciembre 2017, pp. 67-76. Tunja (Boyacd) - Colombia.



C. Amplificacion de SSRs

La amplificacion de los cinco microsatélites (SSRs)
por PCR se realizo con base en lo descrito por
Ghislain (14). Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un volumen final de 20 uL, que incluyé:
50 ng de ADN; Buffer de PCR 1X (200mM de Tris-
HCI, pH 8,4 y 50 mM de KCl); 2,5 mM de MgCl,;
0,5 uM de cada marcador; 2 mM de dNTPs, y 1U
de Tag DNA polimerasa (Invitrogen). La reaccion
en cadena polimerada (PCR) se llevé a cabo en un
termociclador PTC-100 TM M] Research, emplean-
do las siguientes condiciones de amplificacién: un
ciclo a 94 °C, 3 min; 30 ciclos [94 °C por 60 s,
72 °C por 90 s]; con una extensién de 72 °C por
8 min. Los fragmentos amplificados se separaron
a través de geles de poliacrilamida al 6 % con 7
M urea corridos a 90 V por 45 min y tenidos con
nitrato de plata (14).

D. Anadlisis estadisticos

Los fragmentos obtenidos por cada marcador se
evaluaron visualmente. El tamano de las bandas
(alelos) se determin6 por comparacion de la mo-
vilidad en el gel con el marcador de peso 10 pb
(Invitrogen, Carlsbab, CA, USA). En cada marca-
dor, un alelo correspondié a una banda amplifica-
da; esta se registr6 como “1” o “0”, segln su pre-
sencia o ausencia, respectivamente. La similitud
genética entre los materiales se calculé utilizan-
do el coeficiente de Nei y Li (15). En el programa
NTSYS-PC, version 2.2, se implementé un andlisis
de agrupamiento usando el método UPGMA (Mé-
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todo de agrupamiento de parejas por promedio no
ponderado). En el programa GenAlex version 6.5
Peakall y Somouse (16), la diversidad genética se
estimé a través de los indices genéticos: Contenido
de Informacién Polimarfica (PIC), Heterocigosidad
Observada (Ho) y Heterocigosidad Insesgada (Hi).

l1l. Resultados y discusion
A. Extraccién y cuantificacién del ADN

En las 30 accesiones se evalué la eficiencia del pro-
tocolo de extraccién de ADN, teniendo en cuenta
la calidad y concentracion del ADN obtenido. Para
las muestras 12, 16 y 25 se evidencio un ADN me-
dianamente degradado; esto podria atribuirse a la
accion rapida de nucleasas, liberadas al iniciarse
el proceso natural de degradacion de los tejidos
(17); un ejemplo de lo observado se muestra en la
Figura 1. Por otro lado, en las muestras 20 y 24 se
observan patrones de bandas poco nitidas, proceso
posiblemente afectado por la baja estabilidad y la
degradacion a través del tiempo; sin embargo, esto
no fue una limitante para la amplificacién de las
muestras, ya que las técnicas basadas en marca-
dores microsatélites requieren bajas cantidades de
ADN (18).

En cuanto a la calidad, basada en el grado de ab-
sorbancia (260nm/280nm), presenté valores de
2.00, lo cual indica una buena calidad del ADN
extraido (19). Con respecto a la cantidad, se ob-
tuvieron concentraciones con rango entre 481.9
(2517) y 6.942 (2138) ng/ul (datos no mostrados).
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Fig 1. Visualizacion del ADN extraido de las accesiones en estudio, en gel de agarosa al 1 % (p/v)
tefido con bromuro de etidio.

B. Diversidad genética

1) Anédlisis de la riqueza alélica: En total se encon-
traron 33 alelos, usando los 5 marcadores microsa-
télites analizados, con una variacién desde 2 alelos
por locus (STMS1049) hasta 10 (STMS1106) (Tabla

II); no obstante, estos valores no se acercaron a
los reportadas por Hubert et al. (20) en la carac-
terizacién molecular de S. tuberosum, usando 10
marcadores de tipo SSR, en 11 variedades indias
de papa, donde se identificaron un total 42 alelos.
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Liao y Guo (21), usando 24 SSRs en 85 cultivares,
reportaron entre 5y 19 alelos.

Del mismo modo, Onamu y Legaria (22) y Tierno y
de Galarreta (23) reportaron en sus investigaciones
entre 20 y 60 alelos, respectivamente; nimeros
altos si se comparan con esta investigacion; estos
valores se debieron, probablemente, a que usaron
mayor nimero de marcadores y muestras. Por lo
tanto, estas comparaciones sirven como punto de
apoyo para corroborar la estimacion de la variabi-
lidad genética del material estudiado, teniendo en
cuenta que los trabajos difieren en origen y evo-
lucién in situ, indicando que el niumero de alelos
esta directamente relacionado con la cantidad de
muestras y el material de origen (24).

Se presentaron dos accesiones con alelos nulos
por marcador, lo cual ocurrié con los marcadores
STMS1052 y STMS0030. Por otra parte, las acce-
siones 1415 y 1777 presentaron alelos nulos con
mas de un marcador. En la accesién 1415 no hubo
amplificacion con los marcadores STMS2022 vy
STMS1049; mientras que para la accesion 1777
correspondié a los marcadores STMS1052 vy
STMS0030. Segin Chambers y MacAvoy (25),
inserciones, sustituciones o supresiones en el si-
tio de anclaje de los marcadores pueden impedir
la amplificacion del locus, produciendo un alelo
nulo en una especie, debido a que la secuencia
nucleotidica dentro de esta es diferente a la de la
especie originaria.

Tabla II. Resumen de la diversidad genética de 30 accesiones de S. tuberosum L. PIC (Contenido de
Informacion Polimérfica); Ho (Heterocigosidad Observada), Hi (Heterocigosidad Insesgada).

Marcador Cromosoma PIC Ho Hi Riqueza alélica
STMS 2022 I 0,574 0,93 0,443 5
STMS 1049 | 0,368 0,90 0,212 2
STMS 1052 Vil 0,568 0,83 0,242 7
STMS 1106 X 0,557 0,92 0,331 10
STMS 0030 Xl 0,396 0,93 0,337 9
Todos los marcadores - 0,493 0,904 0,313 6,6

B. Contenido de Informacién Polimérfica (PIC)

El Contenido de Informacién Polimorfica prome-
dio para las accesiones evaluadas fue 0,493, con
rango de 0,368 a 0,574, donde los marcadores
STMS2022 (0,574) y STMS1052 (0,568) presen-
taron un mayor poder discriminatorio (Tabla II).
El nivel promedio del PIC detectado por Cadima
et al. (26) fue de 0,573, en una coleccién com-
prendida en 1.476 accesiones de seis especies de
papa cultivada; del mismo modo, De Galarreta et
al. (27) obtuvieron un contenido polimérfico pro-
medio de 0,521 en 19 variedades de papa de la
Isla de la Palma, con 19 SSR, y Muthoni et al. (28)
identificaron valores de PIC por encima de 0,65,
usando 24 marcadores SRR en S. tuberosum; la
diferencia de estos valores con los reportados en
la presente investigacion puede deberse a que sus
estudios evaluaron mayor niimero de marcadores

en una mayor poblacién de diferente origen geo-
grafico.

Sin  embargo, el porcentaje de contenido
polimorfico en este trabajo se asemeja a los
reportados por Yujo et al. (29), quienes evaluaron
la diversidad genética en Solanum tuberosum,
Grupo Phureja, usando microsatélites SSRs,
y obtuvieron un valor de PIC de 0,465; estos
resultados indican que los marcadores evaluados
para papa son informativos, logrando identificar
niveles de variabilidad genética entre el material
evaludado.

Otro indice reportado en la literatura para esti-
mar la variabilidad genética es la heterocigosidad
insesgada (HI); en este trabajo se encontr6 que
esta heterocigosidad varié en un rango de 0,212
(STMS1049) a 0,443 (STMS2022), con una diver-
sidad promedio de 0,313 (Tabla Il). Navarro et al.
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(30), en el analisis de 19 poblaciones de Solanum
tuberosum L. y Solanum phureja, con cinco mar-
cadores de tipo RAMSs, reportaron un valor pro-
medio de 0,291, lo que indica que existe una alta
variabilidad genética dentro de la poblacion; estos
valores se aproximan a los obtenidos en esta inves-
tigacion, al tratarse de condiciones similares rela-
cionadas con el tamafo, la especie y la proceden-
cia geograficamente de las poblaciones evaluadas.

Por otro lado, la heterocigosidad observada de
menor y mayor valor se detecté para STMS 1056
(0,83) y STMS 2022 (0,93), respectivamente. Estos
resultados son acordes con los reportados por Sha-
rma y Nandineni (31), quienes, en el estudio de 47
variedades de papa de la India, utilizando un set
de 23 cebadores de tipo SSR, obtuvieron valores
entre 0,80 y 1,0, indicando un alto ndmero de he-
terocigotos, confirmando asi que los resultados del
presente estudio tienen gran valor como recurso
fitogenético.

Solanum Andigena

5 88Rs

Esfahani et al. (32) mencionan que los valores de
PIC no tienen relacién con el nimero de bandas
encontrado. En este trabajo esto fue evidente,
ya que los marcadores con 9 y 10 alelos no pre-
sentaron valores PIC superiores a 0,574. Por otro
lado, los marcadores con valores PIC mas bajos
(PIC<0,368) tuvieron relacién con el bajo nume-
ro de alelos detectados (igual a 2 alelos), de lo cual
se podria inferir una baja capacidad discriminante
de estos marcadores en la poblacién analizada; sin
embargo, entre los diferentes trabajos los valores
del indice de Contenido Polimérfico varian entre
especies para un mismo marcador (14).

C. Analisis de similitud genética

El andlisis de similaridad permitié observar las re-
laciones genéticas entre las diferentes accesiones
evaluadas, que fueron distribuidas en siete grupos,
con valores de similitud entre 0,452 y 0,841 (Fi-
gura 2).
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Fig 2. Dendrograma de 30 genotipos de papa S. tuberosum grupo andigemun, basado en similaridad
genética utilizando el agrupamiento UPGMA.

En el grupo A se incluyen el 20 % de las accesio-
nes, con indices de similaridad superioresa 0,57, y
en el grupo B, el 56.7 %, con distancias genéticas
superiores a 0,56. A pesar de ser el grupo B el que
mas accesiones retne de la misma zona, no las
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nes de esta ultima se distribuyen entre los grupos
de las primeras. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Soto et al. (33). Este fenébmeno
se debe a que, posiblemente, la especie compar-
te muchos de estos marcadores genéticos, y quiza
coinciden por sintenia o por ancestria (33), lo que
sugiere ampliar el nimero de marcadores evalua-
dos o el uso de técnicas moleculares que permi-
tan detectar polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs), y asi se pueda identificar un mayor niimero
de polimorfismo.

Tres muestras conformaron los grupos C (1991), D
(1815) y E (1777), que incluyen cada uno el 3.33
% de la poblacién, con coeficientes de 0,53, 0,51
y 0,52, respectivamente, lo que puede inferir que
los marcadores usados permiten identificar una
identidad genética Unica para estas muestras. Fi-
nalmente, las muestras restantes fueron incluidas
en los grupos F (1439; 1979) y G (2138; 1231),
que representan el 6,66 %, con distancias entre
0,45y 0,42. Lo resultados aqui encontrados sugie-
ren que los cinco pares de marcadores usados en
este estudio son lo suficientemente informativos
para identificar variaciones genéticas en algunas
de las muestras analizadas.

Las distancias genéticas y los andlisis de agrupa-
miento mostraron una similitud media de 0,65
entre las muestras analizadas. Gonzalez y Pefa
(34), usando AFLPs en papas nativas, reportaron
una similitud media de 0,75; este mayor nivel de
similitud genética se puede atribuir a que Gonza-
lez y Pena (34) incluyeron materiales de un solo
departamento. Por otro lado, los resultados aqui
indicados concuerdan con lo reportado por Soto
(33), con nivel de similitud=0,63, lo que confirma
la presencia de variabilidad genética entre el ma-
terial evaluado.

El andlisis genético y el numero de bandas
y porcentajes de polimorfismo observados
evidenciaron el poder de los SSR en la
diferenciacién y asociaciéon de accesiones
estrechamente emparentadas. Estos marcadores
se caracterizaron, ademas, por su nivel de
polimorfismo y reproducibilidad. Del mismo
modo, Bernal et al. (35); Oladosu et al. (36) y
Cruz et al. (37) reportan en sus investigaciones

resultados similares con cultivares diferentes. Por
lo tanto, los datos obtenidos sugieren que existe
un grado considerable de diversidad genética,
y que cada material es util para ser utilizado en
programas de fitomejoramiento. Sin embargo,
para futuros estudios de diversidad genética es
recomendable incluir mayor nimero de accesiones
y marcadores moleculares, con el fin de obtener
una mejor precision de la diversidad presente en
los materiales del banco de germoplasma.

IV. Conclusiones

El uso de los diferentes parametros de diversidad
permitié concluir que los materiales evaluados
presentaron nivel de variabilidad genética. Asi mis-
mo, estos resultados ponen de manifiesto el gran
valor que presentan estas accesiones; por lo tanto,
es importante incorporar el analisis de marcadores
SSR en los programas de premejoramiento genéti-
co de las colecciones de germoplasma.
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