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1. RESUMEN

Se caracterizaron 195 cultivares de papa nativa (Solanum sec. Petota) colectadas
en la comunidad de Chahuaytire y 246 papas nativas repatriadas por el Centro
Internacional de la Papa (CIP) a la Asociacion de Comunidades del Parque de la Papa
(ACPDP) utilizando 10 loci microsatélites (STM0019a, STM0019b, STPoAc58, STM0037,
STM0030, STM1104, STM1052, STM1106, STM2013, STM2022), localizados en 9 de los
12 cromosomas de la papa, empleando 9 pares de iniciadores del kit de caracterizacion

molecular de papa desarrollados en el CIP.

La caracterizacion molecular permitié diferenciar un perfil de alelos microsatélite
unico en el 93.33% de las papas de Chahuaytire y en el 92.68% del grupo de papas
repatriadas por el CIP. Se identificaron un total de 114 y 130 alelos en los loci evaluados,
con un indice de diversidad promedio de 0.762 y 0.776 y un total de 6 y 20 alelos
exclusivos en las papas de Chahuaytire y en el grupo de papas repatriadas por el CIP,

respectivamente.

El agrupamiento de cultivares de papa se hizo mediante el algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean, por sus siglas en inglés) aplicado a
la matriz de similitud obtenida con el coeficiente de Jaccard. Este analisis evidencié que
no hay una diferenciacién genética respecto a la procedencia del material evaluado. El
Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) produjo resultados similares, evidenciando que
la variacion molecular entre las papas de Chahuaytire y las papas repatriadas por el CIP
fue de sdélo el 0.73% (p-valor=0.05), e indica una constitucidbn genética basicamente
similar en ambos grupos. La principal fuente de variacion molecular, 99.27% (p-valor =
0.05), ocurri6 entre cultivares dentro de cada grupo. Sin embargo, la presencia de 6 alelos
exclusivos encontrados en las papas de Chahuaytire sugiere que parte de la diversidad
genética encontrada en esta comunidad no se encuentra representada en las 246 papas

repatriadas por el CIP al Parque de la Papa.
La alta diversidad genotipica de papas nativas y la presencia de alelos exclusivos

sugiere una diversidad genética de particular importancia que mantienen los campesinos

conservacionistas en esta comunidad.

Palabras clave: papas nativas, microsatélites, diversidad genética, Parque de la Papa.



ABSTRACT

195 native potato cultivars collected in Chahuaytire community and 246 native
potatoes repatriated to Potato Park Communities Association (ACPDP) by the
International Potato Center (CIP) were characterized using nine primer pairs that amplify
the ten most polymorphic microsatellite loci from the potato genetic identification kit
(STMO0019, STPoAc58, STM0037, STM0030, STM1104, STM1052, STM1106, STM2013,
STM2022), located in 9 of the 12 chromosomes of potato.

The molecular characterization differentiated the 93.33% of the native potatoes
from the Chahuaytire community and the 92.68% of repatriated native potatoes from CIP.
114 and 130 alleles and average diversity index between 0.762 and 0.776 were obtained

in the Chahuaytire community and the repatriated potatoes, respectively.

The clustering of potato cultivars was performed using the UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic mean) method applied to similarity matrix obtained with
Jaccard coefficient. Clustering analysis revealed that no differentiation according to origin
was found. Similarly, Analysis of Molecular Variance (AMOVA) revealed that the molecular
variation between evaluated groups was 0.73% (p- value=0.05), indicating a basically
similar genetic constitution between both groups. The main source of molecular variation,
99.27% (p-value=0.05), was found within the native potatoes inside groups. However, the
finding of 6 private alleles in the native potatoes from Chahuaytire suggests that some
genetic diversity maintained in the Chahuaytire native potatoes is not represented in the

246 repatriated potatoes from CIP.
The great genotypic diversity and the private alleles of Chahuaytire native potatoes

indicate that conservationist farmers in this community maintain a distinctive genetic

diversity.

Key words: native potatoes, microsatellites, genetic diversity, Potato Park.



2.

INTRODUCCION

2.1

PRESENTACION

El Pert es uno de los mayores centros mundiales de diversidad
de recursos genéticos con 182 especies domesticadas de plantas nativas
y 5 de animales, ocupando el quinto lugar entre los paises megadiversos
del planeta; siendo reconocido por ello como uno de los centros de
origen de la agricultura y de la ganaderia (Brack, 2002). Pruebas
arqueoldgicas sefalan que las papas, otros tubérculos y raices fueron
primero domesticados en los Andes de Sudamérica hace ocho a diez mil
afios y luego de una ardua tarea de seleccién y domesticacion, los
agricultores nativos mantienen y conservan hoy en dia una gran variedad
de cultivares diferentes de papa, principalmente con fines de
autoconsumo (Engels, 1970; Hawkes, 1988; Brush, 1991). Esta
agrobiodiversidad es manejada y mantenida por accion de los actores en
el medio rural, principalmente campesinos, y conservada en bancos de
germoplasma por accion de la sociedad civil y del Estado (CONAM e
INIA, 2003).

El departamento del Cusco, al sur del Perq, es considerado uno
de los microcentros de mayor diversidad de plantas andinas, en especial
de la papa (Ortega, 1997) y se encuentra dentro del area donde
posiblemente se origind la papa cultivada a partir de sus progenitores
silvestres (Spooner et al., 2005). En comunidades del distrito de Pisaq y
otras aledafias en la provincia de Calca, el principal cultivo es la papa
(Cosio et al., 1981). Estudios morfoldgicos y citolégicos (Ochoa, 1964),
colectas (Hawkes et al.,, 1972), registros y descripciones fenotipicas
(Vargas, 1949; Cosio, 1998) revelan que en éstas zonas las familias
campesinas manejan una gran diversidad de papas nativas; sin embargo,
hay carencia de estudios sobre la constitucion genética de esos

cultivares.

Para obtener una adecuada caracterizacion de las papas nativas,
es necesario realizar evaluaciones morfoagronémicas de las variedades

mas importantes, usos e informacion etnobotanica, ademas de conteos



2.2

cromosomicos, métodos de separacion electroforética de marcadores

guimicos y de caracterizacion molecular del ADN (Cosio, 1998).

Los marcadores de ADN son métodos utilizados para cuantificar
la diversidad en especies de plantas cultivadas (Kumar, 1999) y estan
empledndose como estrategias complementarias a los enfoques
tradicionales de andlisis de diversidad genética. Son ventajosos porque
examinan las variaciones a nivel del ADN, excluyendo todas las
influencias medioambientales; el estudio se realiza en cualquier etapa de
crecimiento, usando cualquier parte de la planta y con pequefas

cantidades de material (Rao, 2004).

Los marcadores moleculares microsatélites o de secuencias
simples repetidas (SSR) son numerosos y se encuentran ampliamente
distribuidos en el genoma de las plantas, utilizandose en estudios de
diversidad genética por el elevado polimorfismo que generan (Ferreira y
Grattapaglia, 1998). Con la genotipificacion basada en el uso de estos
marcadores de ADN se evidenciaron diferencias entre clones de papa
cultivada (Provan et al., 1996; Schneider & Douches, 1997; Ghislain et
al.,, 2000; Coombs et al., 2004), convirtiendose en una técnica de
caracterizacion molecular y estimacion de relaciones genéticas confiable

y eficiente.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tradicionalmente la gran diversidad de papas nativas es
identificada por los campesinos andinos, quienes utilizan una amplia
nomenclatura y pueden reconocer nominalmente con cierta precision la
gran variabilidad de papas que manejan en sus campos de cultivo
(Quiros et al.,, 1990; Zimmerer, 1991a; Brush y Taylor, 1992; Ortega,
1997). Esta diversidad es endémica en el ambito comunal e incluso es
comun observar de 10 a 12 genotipos diferentes por familia (Brush et al.,
1995). Sin embargo, hasta el momento la diversidad genética de papas
nativas ha sido poco estudiada en algunos lugares reconocidos como

microcentros de diversidad de papas nativas.



2.3

JUSTIFICACION

El registro de cultivares nativos usando marcadores moleculares
es una actividad reciente e importante para el monitoreo, la proteccion y
el estudio de la diversidad genética de los recursos genéticos. Las papas
nativas en las comunidades del Parque de la Papa son un recurso de
mucho valor econémico y social para los campesinos conservacionistas
que continuamente utilizan esta diversidad. Por esta razén, es esencial
estudiar la diversidad y las relaciones genéticas de las papas nativas,
manejadas y conservadas en Chahuaytire, una comunidad integrante del

Parque de la Papa.

El nuevo conocimiento cientifico generado para esta comunidad
servirA como elemento de consulta para adoptar eficientes estrategias
para la conservacion de la agrobiodiversidad de papa mantenida in situ.
Asimismo el registro de las papas nativas estudiadas podria ser usado en
inventarios o catélogos con fines de proteccion de este valioso cultivo

tradicional.



2.4 OBJETIVOS

2.4.1 OBJETIVO GENERAL:

Analizar la diversidad genética de cultivares de papa nativa
(Solanum sec. Petota) de la comunidad de Chahuaytire (Pisag-
Cusco), integrante del Parque de la Papa y de las papas nativas
repatriadas por el Banco de Germoplasma del CIP a este Parque

usando marcadores microsatélites (SSR).

2.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

i. Tipificar genéticamente cultivares nativos de papa de la
comunidad de Chahuaytire y de las papas nativas
repatriadas por el CIP, usando la informacién alélica

obtenida con 10 loci microsatélites.

ii. Evaluar la diversidad genética de las papas nativas de

Chahuaytire y de las papas nativas repatriadas por el CIP.

ili. Comparar la diversidad genética de los cultivares de papa
nativa de la comunidad de Chahuaytire con las papas
nativas repatriadas, actualmente manejadas en el Parque

de la Papa.



3. ANTECEDENTES

3.1

DIVERSIDAD DE LAS ESPECIES VEGETALES ANDINAS

La region andino-amazoénica de América del Sur es uno de los 8 centros de
diversidad descritos por Vavilov y una de las cuatro areas del mundo donde
independientemente se desarrollé la agricultura (Hawkes, 1991; Alfaro, 1997;
Zamudio, 2005). Por sus especiales condiciones ecoldgicas exhibe una gran
riqueza vegetal que han dado por resultado, con la intervencion del hombre,
una gran diversidad de cultivos (NAP, 1989). Este centro de diversidad y
desarrollo de especies vegetales nutritivas es reconocido como reservorio
importante de material genético para el futuro (Sperling & King, 1990; Tapia,
1993). Entre las especies mas importantes de recursos genéticos
seleccionados y domesticados por los habitantes andinos, se conocen aquellas
que producen tubérculos como la papa (Solanum sec. Petota), oca (Oxalis
tuberosa), olluco (Ullucus tuberosus), mashua (Tropaeolum tuberosum), y los
que producen raices como maca (Lepidium meyenii), yacon (Smallanthus
sonchifolia), arracacha (Arracacia xanthorriza), achira (Canna edulis), ahipa
(Pachyrhyzus ahipa) y mauka (Mirabilis expansa) (Alfaro, 1997; Hermann &
Heller, 1997).

Es importante sefialar que la distribucién de la variabilidad de éstas
especies no es uniforme en toda la franja andina; sino que se localizan en los
denominados “microcentros”, zonas ecologicas con caracteristicas medio
ambientales, sociales y culturales favorables para la conservacion natural de la
biodiversidad (Garcia et al., 2003). En éstas zonas se han identificado una
gran riqueza genética de tubérculos y raices andinas, pero también se han
detectado una serie de riesgos que afectan negativamente a su conservacion,
tales como la ocurrencia de enfermedades y plagas, que podrian provocar
eventualmente pérdida de variedades (Ortega, 1997), la influencia de
costumbres externas y por lo tanto la pérdida de tradiciones y costumbres
locales; las preferencias de habitos de consumo moderno, el desconocimiento
de las variedades nativas por las nuevas generaciones, la presién del mercado
por variedades mas comerciales y el éxodo de los agricultores a las ciudades
(Brush, 1986; Duefias 1992; Zimmerer, 1992; Brush, 2002; Sevilla y Holle,
2004).



3.2

SISTEMATICA Y CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD DE PAPA

Taxondmicamente todas las especies de papa cultivada y sus parientes
silvestres estan clasificadas en la familia Solanaceae, género Solanum,
seccion Petota (Spooner et al., 2004). El niumero cromosémico béasico (x) en
Solanum es 12, y los niveles cromosoémicos en la sec. Petota varian de 2n = 2x
=24, 2n = 3x = 36, 2n = 4x = 48, 2n = 5x = 60, hasta 2n = 6x = 72 (Huaman,
1986; Spooner et al., 2004).

En el origen de las especies cultivadas han intervenido las especies
silvestres formando hibridos 0 como ancestros directos de las papas cultivadas
(Figura 1), y de acuerdo a las teorias planteadas hasta el momento, las
especies serian: S. stenotomum (STN), S. phureja (PHU), S. goniocalix (GON)
y S. x ajanhuiri (AJH) entre las diploides (2x); S. x chaucha (CHA) y S. x
juzepczukii (JUZ) entre las triploides (3x); S. tuberosum es tetraploide (4x) con
dos subespecies: S. tuberosum subsp. tuberosum (TBR) y S. tuberosum
subsp. andigenum (ADG); y S. x curtilobum (CUR) es la Unica especie
pentaploide (5x) (Hawkes 1990; Ochoa, 1999; Spooner et al., 2005). De todas
estas especies, solamente Solanum tuberosum subsp. tuberosum es cultivada
en todo el mundo; las deméas especies estan restringidas a la region andina,
siendo S. tuberosum subsp. andigenum la papa cultivada de mayor

importancia en esta region (Huaman, 1998; Ortiz, 2001).

Huaméan & Spooner (2002) considerando los origenes hibridos, multiples
origenes y dinamicas evolutivas de continua hibridizacion, reconocen a todas
las poblaciones de papas cultivadas como una sola especie: Solanum
tuberosum, conformada por ocho grupos de cultivares: Grupo Ajanhuiri, Grupo
Andigenum, Grupo Chaucha, Grupo Chilotanum, Grupo Curtilobum, Grupo
Juzepczukii, Grupo Phureja y Grupo Stenotomum. Dentro de este Ultimo se
incluyé a S. goniocalix. Sin embargo éstas agrupaciones propuestas estan

todavia en discusion (Nufiez et al., 2006).
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Figural. Relaciones de parentesco de las especies cultivadas de papa.

Es necesario indicar que ademas de las especies cultivadas, se encuentran
188 especies de papa silvestre (Salas & Spooner, 2005), distribuidas desde el
suroeste de los Estados Unidos de América hasta la regién central de Chile y
Argentina, siendo el Peru el pais que posee la mayor diversidad genética de
papas silvestres y cultivadas (Ochoa, 1999; Spooner & Hijmans, 2001).
Posiblemente, el centro de origen de la diversidad de papas cultivadas esta
localizado en el altiplano, al sureste del Pert y al noreste de Bolivia, donde
miles de cultivares nativos son mantenidos aun bajo sistemas de cultivo
tradicionales (Ochoa, 1991; Huaman et al., 1997; Spooner et al., 2005).

El Centro Internacional de la Papa, con sede en Lima, desde 1972 ha
organizado y manejado una coleccion sistematica de la diversidad genética de
papa cultivada y silvestre (Huaman, 2000). A la fecha conserva ex-situ uno de
los bancos mas importantes de papa en el mundo, resultado de colectas
nacionales, donaciones y aportes de diversos paises del mundo y ha
catalogado méas de 2500 cultivares peruanos de papa, y probablemente otros
1500 cultivares se siembran en los otros paises andinos (Ugent y Ochoa,
2006).
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3.3

EL CULTIVO DE PAPA Y SU IMPORTANCIA

La papa se cultiva en mas paises, en mas zonas ecoldgicas, y mas
sistemas agricolas que cualquier otro cultivo en el mundo (Hawkes, 1991) y
junto con el trigo, arroz y maiz, proporciona el 60 por ciento de la energia
alimentaria mundial (FAO, 2004); asimismo es superior a estos cultivos en
produccion de proteina y energia por unidad de tiempo y hectarea. Su
contenido proteinico es valioso debido al alto contenido de aminoacidos
esenciales, lo cual no es comun en las proteinas de otras plantas, excepto la
soya. Ademas es una fuente importante de vitamina C y de minerales,

especialmente potasio (Estrada, 2000).

En los Andes peruanos, los campesinos cultivan la papa considerando las
siguientes categorias: i) variedades nativas; i) variedades nativas
seleccionadas, aquellas sembradas individualmente para su comercializacion
por ser de muy buena calidad culinaria (harinosas); viii) variedades amargas,
para su uso en forma de chufio o moraya y iv) variedades modernas o también

llamadas mejoradas (Brush, 1991; Quiros et al., 1992).

Las variedades nativas se siembran a lo largo de la serrania entre los 2500
y 4300 metros de altura (Ugent y Ochoa, 2006), presentan una enorme
diversidad de caracteristicas y se les reconoce como recurso genético valioso
para la alimentacion del futuro (Brush, 1995). Precisamente, la papa nativa se
constituye en el cultivo principal de los Andes peruanos, contribuyendo con
casi la mitad de la dieta y un producto de importante valor comercial puesto
que aproximadamente el 40 % de la papa en los Andes es comercializada
(Brush, 1991).

Las papas nativas se caracterizan por presentar altos contenidos de
sélidos, siendo mas nutritivas y rindiendo mejor que las papas comunes en las
preparaciones culinarias (INCOPA, 2003). Mencién aparte merece el uso que
se les da a las papas amargas, que constituyen casi el 70% de la dieta de los
pobladores en la meseta peruano boliviana en los meses de agosto y marzo; y
gue son utlizadas para obtener chufio negro y chufio blanco -moraya
(quechua) o tunta (aymara)- (Arbizu & Tapia, 1994); que luego de eliminar los

glicoalcaloides solubles en agua, por tratamientos sucesivos de congelamiento
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y deshidratacién, se convierten en valiosa fuente de energia y en una
excelente manera de conservar y asegurar su sustento (Quiros et al., 1992).
Asi, por ejemplo el chufio blanco provee valores de fosforo superiores a los
proporcionados por los productos de consumo masivo como el pan, el arroz y
los fideos, ademas de un buen contenido de calcio y hierro (Fonseca y Julca,
2005).

MANTENIMIENTO DE LA DIVERSIDAD EN LOS CAMPOS DE LOS
AGRICULTORES

En el pasado prehispanico existieron culturas como Chavin, Tiahuanaco,
Chibcha, Wari, Nazca, Mochica, y finalmente la Inca cuyos grupos humanos se
modificaron hasta la formacién de “ayllus” o familias campesinas. Estas
comunidades desarrollaron una agricultura autéctona con sus propias
tecnologias agricolas y conocimientos tradicionales sobre conservacion y
manejo de una enorme variabilidad de recursos genéticos (Tapia, 1992; 1993).
En el presente, existen mas de cinco mil comunidades campesinas en los
Andes peruanos que preservan aun esta sabiduria a través de generaciones,
ya sea por tradicion oral, intercambio de experiencias y por el trabajo especial

de seleccion, distribucién y cuidado de las semillas (Tapia 'y De la Torre, 1997).

Sin embargo, en las comunidades alto andinas a la par que los campesinos
adoptan las nuevas tecnologias agricolas y la introduccion de variedades
modernas de cultivo, persisten las practicas tradicionales de manejo de la
diversidad por los beneficios potenciales que ésta acarrea; conservando en
pequefias parcelas de cultivo una mezcla de especies y variedades
seleccionadas (Zimmerer, 1991a; Brush et al., 1995). Esta forma de manejo de
cultivo en mezclas con varios genotipos es comun, puesto que es una forma
de distribuir el riesgo de fluctuaciones en rendimientos, evitando o reduciendo
la diseminacién de plagas o enfermedades y es una adecuada estrategia para
asegurar la produccién de alimentos en caso de ocurrir sequia, heladas, etc.
(Brush y Taylor, 1992; Cadima et al., 2003).

El mantenimiento de esta diversidad no es casual ni al azar, se realiza
reconociendo cultivares de importancia culinaria (consumo), de adaptacion a

condiciones locales, demanda del mercado, calidad, viabilidad y caracteristicas



agronomicas de la semilla (Brush et al., 1981), contribuyendo a diversificar las
opciones economicas de la familia campesina, ya que los agricultores no
siempre saben cual sera el beneficio futuro o la disponibilidad de variedades
especificas. Ademas esta diversidad tiene una importancia social porque se
usan para regalo, rituales, prestigio y hasta en forma de pago. Incluso, las
variedades nativas se venden a mejores precios que las variedades mejoradas

del mismo cultivo (Brush y Taylor, 1992).

Asimismo, la gran diversidad de papas nativas se hace evidente en el rico
ensamblaje de nombres folkl6ricos que se les da a sus variedades; de acuerdo
con sus usos, expresiones sociales, culturales y conocimientos asociados con
sus tradiciones (Brush, 1991). Los agricultores mantienen varios cultivares en
una diversidad de ambientes (diferentes pisos altitudinales, con microclimas
particulares) con la intenciéon de asegurar que la cosecha sea abundante y
exitosa, basados en los recursos productivos del suelo, la diversidad de
fenotipos y los conocimientos que poseen (Cadima et al., 2003). Una préctica
muy importante es el movimiento o flujo de semillas, generados entre y dentro
de las comunidades por costumbres y tradiciones sociales, con el propoésito de
revitalizar o cambiar sus semillas por otros cultivares anteriormente afectados
por la presion de las incidencias de plagas y enfermedades, y por efectos

acumulativos que ocasionan su degeneracion (Terrazas et al., 2003).

Se debe reconocer y agradecer que la conservacion de la riqueza clonal de
las papas en el Peru es el resultado de la dedicacion y esmero de la poblacion
autdctona; es decir, los campesinos conservacionistas, que se convierten en
los depositarios de las técnicas y métodos ancestrales, y son quienes se
empefian en mantener la mayoria de variedades y formas de papa conocidas
(Vargas, 1949), cultivandose hoy en dia especies y clones que son los mismos

que se cultivan desde hace centenares de afios.

3.5 EL PARQUE DE LA PAPA

El apoyo a comunidades campesinas representativas que conservan areas
0 zonas agroecolodgicas con una alta variabilidad de cultivos autéctonos; es
una actividad de vital importancia porque permitiria proteger sus cultivos y su

cultura asociada (Tapia, 1993). Asimismo con el desarrollo de éstas zonas, en
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los microcentros de diversidad genética de cultivares de papa, se incentiva el
mantenimiento, la conservaciéon y la difusion de las papas nativas (Otazu,
2000). Estos centros pueden ser usados como una fuente de germoplasma de
tubérculos andinos para restituir los cultivares perdidos por los agricultores

(Huaman y Gémez, 2001a).

Con estos fines, la organizacién no gubernamental ANDES y la ACPDP
(Asociacion de Comunidades del Parque de la Papa) promovieron la formacién
del Parque de la Papa (PdP), una iniciativa de creacion de un “Area Comunal
Conservada”, un modelo Unico en su género sobre proteccion del conocimiento
tradicional, de los cuales uno de los componentes mas importantes esta
referido a la biodiversidad. Las finalidades primordiales de esta iniciativa son la
busqueda de mecanismos de proteccion para mantener el caracter agricola del
entorno, reducir la pobreza y asegurar la continuacion histérica de la cultura,
derechos y conocimientos indigenas hacia los recursos naturales (IIED &
ANDES, 2005).
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Figura2. Mapade las comunidades del “Parque de la Papa”, laflechaindicala

ubicacion de Chahuaytire.
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Esta area de agrobiodiversidad estd ubicada en el distrito de Pisaq,
provincia de Calca, departamento del Cusco en la sierra sur del Peru; una
region considerada centro de domesticacion, cultivo y evolucion de diversas
especies nativas andinas (Zimmerer, 1992) y microcentro de diversidad
genética de cultivares de papa. El PdP esta constituido por seis comunidades
campesinas: Chahuaytire, Cuyo Grande, Amaru, Pampallacta, Sacaca y Paru
Paru, (Figura 2), ubicadas entre los 3 600 a 4 600 msnm., con una superficie
de 8 661,19 has (ANDES y ACPDP, 2003); y donde muchos agricultores
siembran parcelas con mezclas de cultivares tradicionales de papa. La
comunidad campesina de Chahuaytire alberga aproximadamente 100 familias,
con cerca de 520 habitantes, la mayoria quechua-hablantes, y las ocupaciones
principales, en mas del 50%, son las relacionadas a las labores agricolas
(Tabla 1). Los habitantes de esta comunidad conservan una de las principales

colecciones in situ de papa nativa del Parque de la Papa.

Tablal. Caracteristicas Socio-Demograficas y de Vivienda de Chahuaytire.

1. Hogar y Vivienda

NUmero de viviendas 110
Numero de hogares 97
2. Poblacion 519
Hombres 257
Mujeres 262
3. Educativas
Poblacion analfabeta 48.0%
4. Laborales
Poblacion Econdmicamente Activa (PEA) 158
Ocupacién principal
Agricultores y trabajadores agricolas calificados 51.00%
Obreros de manufacturas, minas, construccion y otros 9.93%
Vendedores ambulantes 33.77%
Otros 5.30%

Fuente: INEI (1993). IX Censo de Poblacién y IV Vivienda.

Recientemente, el Centro Internacional de la Papa suscribié un convenio
de cooperacion técnico-cientifico con la Asociacibn de Comunidades del
“Parque de la Papa’ con el propésito de impulsar el cultivo, uso y
mantenimiento de una gran variedad de papas nativas y garantizar que los
conocimientos y tecnologias ancestrales vinculadas con su cultivo
permanezcan bajo la custodia de las comunidades y no sean objeto de
manejos inapropiados de los derechos de propiedad intelectual (ANDES, CIP y
ACPDP, 2005).
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3.6

REPATRIACION DE PAPAS NATIVAS

Las actividades de Repatriacién de germoplasma nativo son consideradas
de importancia y obligatorias para aquellas instituciones que manejan
colecciones de germoplasma ex situ, y se complementan con la restauracion
del recurso nativo, por lo que son reintroducidos en los lugares en los que
fueron originalmente colectados y en donde éstos recursos han estado
disminuyendo por el manejo inadecuado de los agricultores en sus campos de
cultivo (Ortiz & Engels, 2004).

En el marco del convenio CIP-ACPDP se pretende retornar o reintroducir a
las comunidades, materiales clonales libres de virus mantenidos ex situ en la
coleccién del Banco de Germoplasma del CIP, denominadas papas nativas
repatriadas (Gomez y Roca, 2001), colectadas en el departamento del Cusco
en la década de los 60 por el CIP (IIED & ANDES, 2005). A ésta iniciativa se le
ha denominado Repatriacion de Papas Nativas, cuyo fin principal es la
restauracion y distribucion de vuelta (de retorno) a los agricultores, de la
biodiversidad local afectada por enfermedades y/o epidemias de los cultivos,
migraciones forzadas y pobreza; impulsando la diversificacion de los cultivos y
aumentando la productividad de los mismos. La Repatriacién de Papas Nativas
realizada por el CIP se esta llevando acabo desde el afio 1998 (Huaman y
Gomez, 2001b) en diversas comunidades campesinas de Ayacucho,
Cajamarca, Cusco, Lima, Huanuco, Huancavelica y Junin. En Octubre del
2002 fueron repatriados o reintroducidos 246 cultivares nativos de papa a las
comunidades del Parque de la Papa. Mediante estas iniciativas de
conservacion in situ es posible promover y fomentar el rescate de cultivos de la
posible pérdida de cultivares, y a la vez sirven como un sistema dinamico de
mantenimiento de la variabilidad genética (Sanchez & Cosio, 2000), actuando

como un reservorio natural de genes bajo constante presién de seleccion.

La repatriacion de variedades de papa hacia el Parque de la Papa es una
manera de proteger, restaurar y ampliar los recursos naturales de este
microcentro de diversidad genética, siendo el articulo 17.2 del Convenio sobre
Diversidad Biologica, referido a la repatriacion o el retorno de variedades hacia
sus lugares de origen, el mandato que reconoce los derechos de los
agricultores tradicionales sobre el conocimiento y uso adecuado de las
variedades repatriadas de papa (IIlED y ANDES, 2005).
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3.7

MARCADORES MOLECULARES

La diversidad de una especie esta constituida por todas las variaciones
genéticas producto de las diferencias entre las especies y la variabilidad
genética se explica por las diferencias dentro de cada especie. La cantidad y
distribucion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones esta dada por
la variacién en loci especificos de marcadores genéticos entre muestras e
individuos es expresada como polimorfismo (de Vicente, 2004; Sevilla y Holle,
2004).

Los rapidos avances en biologia molecular, principalmente el desarrollo de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) han dado origen a técnicas muy
versatiles que son usadas para analizar el polimorfismo a nivel de ADN
(Ferreira y Grattapaglia, 1998). De esta forma, los marcadores moleculares se
constituyen en eficaces herramientas para estudiar y validar la taxonomia
(identificacion y clasificacion) de las especies; la variabilidad dentro y entre
especies; las distancias genéticas; validez de agrupaciones e identificaciones
individuales y sirven como mecanismos o0 elementos de diagnoéstico particular

de cada especie (Ayad et al., 1997).

La huella digital o “fingerprinting” del ADN es un intento por descubrir
marcadores moleculares particulares de cada especie basados en las
diferencias existentes en los &acidos nucléicos. El uso de esta metodologia
permiten diferenciar cultivos de importancia econdémica, como la papa, que
tienen grandes semejanzas morfoldgicas y que quizas sean derivados de sus
progenitores Unicamente por mutaciones somaticas. Asi, diversos ensayos
lograron diferenciar cultivares de papa usando iniciadores RAPD (ADN
Polimérfico Amplificado al Azar), sondas RFLP (Polimorfismo de Longitud de
los Fragmentos de Restriccién) e iniciadores SSR, distinguiéndolos asi de

otros individuos del mismo cultivar (Spooner y Lara, 2000).
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3.8

MICROSATELITES

Los microsatélites son secuencias simples repetidas (SSRs) de 1 a 6
nucleétidos dispuestas en tandem y dispersos en el genoma, en regiones
codificantes y no codificantes (Zane et al.,, 2002), presentes en organismos
eucaribticos (Tautz & Renz, 1984) como procaridticos (Van Belkum et al.,
1998; Gur-Arie et al., 2000). Los microsatélites exhiben un polimorfismo
basado en unas repeticiones en tandem (8 hasta 100 repeticiones) que
permiten la variacion en el tamafo de la regién microsatélite amplificada en
individuos de una misma especie (Ellegren, 2000). Los microsatélites mas
polimérficos en plantas tienen en su mayoria secuencias dinucleotidicas (AT) y
amplias tasas de mutacion, en el orden de 10? a 10° por gameto (Provan et
al., 1996; Ashkenazi et al., 2001; Lai & Sun, 2003).

Los marcadores SSR son usados como un efectivo método de tipificacién
genética gracias a su abundancia y distribuciébn en el genoma, herencia
codominante, elevada tasa de mutacion, sumados a su alta reproducibilidad en
comparacion con otros marcadores moleculares, su facil deteccion, por
requerir procedimientos técnicos simples repetibles y su potencial para la
automatizacion; (Jones et al., 1997; Weising et al. 1994; Holton, 2001). Sus
aplicaciones abarcan estudios de ADN ancestral y forense, genética de
poblaciones y también de conservacion y manejo de recursos bioldgicos (Jarne
& Lagoda, 1996), como es el caso de identificacion de individuos, analisis de
identidad genética, estudios de diversidad y estructura genética, ubicacién de
genes o complejos de genes deseables y la ubicacion fisica de una secuencia
de ADN de interés en el mapa cromosomico de una accesion determinada con
fines de mejoramiento (Karp & Edwards, 1995; Powell et al., 1996; Weising et
al., 1998; Gupta & Varshney, 2000).

El método méas empleado para analizar las variaciones de los
microsatélites en el nimero de repeticiones, es usando la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), sintetizando iniciadores especificos 'y
complementarios a la region flanqueante o contigua a las regiones del
microsatélite. Los microsatélites son amplificados y se visualizan como
fragmentos de ADN de diferente longitud. Cada una de las regiones
microsatélites constituyen un locus genético y los diferentes tamafios de los

fragmentos de ADN obtenidos luego de la amplificacion constituyen los
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diferentes alelos de un locus (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Un individuo
homocigoto para un locus tendra el mismo numero de repeticiones o copias en
un cromosoma homologo, mientras que un individuo heterocigético tendra
diferente nimero de repeticiones o diferentes alelos en un locus (Schlotterer &
Tautz, 1992).

En algunos loci SSR ocurre un aumento/disminucion del numero de
repeticiones debido al “deslizamiento” de la enzima Taq polimerasa en el
proceso de replicacion in vitro del ADN (Shinde et al., 2003), este fenbmeno da
como resultado las llamadas “sttuter bands” (bandas tartamudas) y son mas
frecuentes en secuencias dinucleotidicas y menos frecuentes en secuencias

trinucleotidicas (Ashkenazi et al., 2001).

En otros casos se observan dos zonas o regiones amplificadas en el gel de
poliacrilamida usando el mismo par de iniciadores, éstos son conocidos
también como iniciadores multiloci. Estas zonas amplificadas pueden ser
duplicaciones de un mismo locus microsatélite o regiones diferentes
posiblemente debido al mal disefio de iniciadores (Jarne & Lagoda, 1996;
Villamon, 2000).

ESTUDIOS PREVIOS DE CARACTERIZACION MOLECULAR DE PAPAS
CULTIVADAS

Con fines de establecer una muestra representativa (o coleccién ndcleo) de
la coleccién de papas cultivadas en el CIP, Ghislain et al., (1999) y Huaman et
al., (2000) realizaron los primeros analisis de tipificacion genética trabajando
en la coleccion completa de Solanum phureja usando la técnica de ADN
Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD), el primero; y el segundo, con la
coleccién completa de Solanum tuberosum subsp. andigenum utilizando
isoenzimas. Debido a las desventajas técnicas que presentan tanto los
marcadores RAPDs (baja reproducibilidad de las bandas amplificadas y
limitado ndmero de locus observables) como las isoenzimas (representan sélo
una pequefia porcion del genoma y son dependientes del estadio especifico y
organo de la planta) (CIAT, 1991), el uso de éstas técnicas fue limitdndose

hasta ser reemplazadas por otras como los microsatélites, que presentaban
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niveles de heterocigocidad mas elevados en papas cultivadas (Isenegger et al.,
2001; Coombs et al., 2004).

El primer reporte de SSRs en papa se baso en secuencias de ADN de
bases de datos, de los cuales cinco de esos marcadores fueron empleados
para caracterizar anteras derivadas de papas (Veilleux et al., 1995). Estudios
de relaciones genéticas en Solanum tuberosum L. fueron realizados por
Provan et al., (1996) y Schneider & Douches en 1997, demostrando una
identificacion adecuada de los cultivares. Mas adelante Milbourne et al., (1998)
realizaron un ‘screening’ o exploracion, a partir de librerias gendmicas
enriquecidas, de motivos repetidos dentro de regiones con secuencias de
expresion especificas (ESTs, expressed sequences tagged, por sus siglas en
inglés), revelando que un 5% de estas regiones contenian microsatélites.
Schneider & Douches (1997), basandose en los iniciadores SSR desarrollados
por Veilleux et al, (1995), identificaron polimorfismos en cultivares
norteamericanos de Solanum tuberosum subsp. tuberosum. A su vez Coombs
et al.,, (2004), basandose en estudios previos de Provan et al., (1996);
Milbourne et al., (1998) y Ghislain et al., (2000) lograron identificar y
caracterizar con éxito un grupo de cultivares de papa de Norteamérica de

importancia comercial.

Por otro lado en el CIP, Villamén, (2000) caracteriz6 36 variedades
cultivadas de Solanum sec. Petota con 13 iniciadores SSR demostrando que
las regiones que flanquean a los microsatélites se conservan entre las
especies de papa cultivada. De un total de 70 marcadores SSRs, Ghislain et
al., (2000) seleccionaron 18 microsatélites y luego de los ensayos respectivos,
se ubicaron en las siete especies de papa cultivada. Esta informacién fue
usada mas adelante para sustentar la aplicabilidad de estos marcadores SSRs
en varios grupos de cultivares de papa, con el objetivo de generar un “kit” de
identificacion genética, con fines de mejorar el manejo en los bancos de
germoplasma, uso en mapeo genético, conservacion y manejo de la coleccion
del CIP, y en particular para estudiar el “pool” génico de las papas nativas de
los Andes (Ghislain et al., 2004).
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4.1 MATERIALES

4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

4111

41.1.2

41.1.3
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MATERIAL VEGETAL

Hojas jovenes y tubérculos de 195 papas nativas colectadas
de la comunidad de Chahuaytire y de 246 papas nativas
repatriadas por el CIP al Parque de la Papa, que incluyen las
siguientes especies: STN, GON, CHA, JUZ, ADG y CUR,
mantenidas por los agricultores conservacionistas (ANEXOS 1 y 2).
Si bien se tienen datos de especies en las papas repatriadas por el
CIP, no sera usada esta informacion en los analisis de los
resultados debido a que aun esta en proceso la identificacion de

especies de las papas nativas de Chahuaytire.

ADN Y ENZIMAS
i. FagoA
ii. Plasmido pUC 18
iii. Enzima Taq ADN polimerasa
iv. Enzima ribonucleasa A

v. Endonucleasa de restriccion Pst |

INICIADORES

Se evaluaron 10 loci microsatélites distribuidos en nueve de
los doce cromosomas de la papa (Tabla 2). Los 9 pares de
iniciadores microsatélites fueron escogidos del kit de identificacién
de especies de papa desarrollados por el CIP con los mas altos
niveles de polimorfismo, segln el Contenido de indice Polimérfico
(PIC) (Ghislain et al., 2000; Ghislain et al., 2004).



Tabla 2. Informacién de los 10 loci e iniciadores microsatélites evaluados en el presente estudio.

- . Cédigo de . o . o g Grupo de Tamafios
Cdédigo de los loci " Motivo de la repeticion Secuencia del Iniciador (5’-3’) Tipo : . reportados T°a
laboratorio ligamiento
SSR (pb)
STM0019a S011a (AT)7 (GT)10 (AT)4 AATAGGTGTACTGACTCTCAATG Intergénico VI 155-241 47
STMO0019b S011b (GT)s (GC)4 (GT)a TTGAAGTAAAGTCCTAGTATGTG n.d. 83-124
TTGATGAAAGGAATGCAGCTTGTG
STPoAC58 S029 (TA)13 3'UTR V 231-277 57
ACGTTAAAGAAGTGAGAGTACGAC
AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC
STM0037 S042 (TC)s (AC)s AA (AC)7 (AT)4 Intergénico Xl 73-125 Td 55-60
ATTTGGTTGGGTATGATA
AGAGATCGATGTAAAACACGT
STM0030 S047 Compuesto (GT/GC) (GT)s Intergénico Xl 122-191 53
GTGGCATTTTGATGGATT
TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG
STM1104 S081 (TCT)s 3'UTR VI 164-185 57
CAAAGTGGGTGAAGCTGTGA
CAATTTCGTTTTTTCATGTGACAC
STM1052 S084 (AT)14 GT(AT)4 (GT)s Intrén IX 212-268 Td 50-60
ATGGCGTAATTTGATTTAATACGTAA
TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG
STM1106 S101 (ATT)13 Intrén X 142-196 55
ATGCGAATCTACTCGTCATGG
TTCGGAATTACCCTCTGCC
STM2013 S104 (TCTA)e Intergénico Vil 146-172 55
AAAAAAAGAACGCGCACG
GCGTCAGCGATTTCAGTACTA
STM2022 S106 (CAA)s...(CAA)3 Intergénico I 184-241 53

TTCAGTCAACTCCTGTTGCG

21
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41.1

4111 MATERIALES

Cajas de dilucion x 96 (Beckman)
Espatulas, pinzas y tijeras
Micropipetas (Eppendorf y Gibco)
Papel TR-DO18 (Typon-Promega)
Papel Tissue (Kinwipe)

Pilones y morteros (Corn)

4.1.1.2 EQUIPOS

Agitador magnético (Fisher Scientific)
Balanza analitica modelo GA110 (Ohaus)
Bafo Maria (Precision Scientific)

Camara de electroforesis horizontal modelo
H4 (Life Technologies)

Camara de electroforesis vertical S2 (Gibco)

Captador de imagenes digital Sistema Eagle
Eye Il (Stratagene)

Computadora compatible Pentium IV
Congeladora de -70 °C (Forma Scientific)
Destilador de agua (Wheaton Instruments)

4.1.1.3 MATERIAL QUIMICO
Acido acético glacial (Merck)
Acido bérico (Fisher Scientific)

Acido clorhidrico (Merck)

Acido etilen-diamina-tetra-acético (Sigma)
Acrilamida (Fisher Scientific)

Agarosa ultra pura (Gibco)

Agua libre de nucleasas (Sigma)

Agua purificada milli-Q

Alcohol isoamilico (Sigma)

Alcohol rectificado al 96%

Azul de bromofenol (Sigma)

Bind metacriloxipropil-trimetoxi-silano
(Pharmacia Biotech)

Bis-acrilamida (Sigma)

Bromuro de etidio (Sigma)

Carbonato de sodio (Merck)
Cloroformo (Merck)

Cloruro de magnesio (Merck)

Cloruro de sodio (Merck)

Colorante Azul de Bromofenol (Sigma)

IMPLEMENTOS DE LABORATORIO

Placas x 96 -PCR (MJ Research)

Probetas (Pyrex)

Puntas de 10, 200, 1000 yl (Fisher, Sigma)
Tubos coénicos de 50 ml (Corning)

Tubos de 0.6 y 1.7 ml (Eppendorf)

Vasos de precipitacion (Pirex)

Fuentes de poder (Life Technologies)
Liofilizador (Speed Vac Plus)
Maquina de hielo (Scotsman)

Microcentrifuga modelo 5415C (Eppendorf)

Potenciémetro modelo 240 (Corning)
Purificador de agua modelo MilliQ plus
(Millipore)

Scanner Snap 1200s (AGFA)
Termociclador PTC 100 (MJ Research)

Colorante Dye (Sigma)
Desoxinucleétidos dATP, dGTP, dCTP, dTTP
(Life Technologies)

Etanol absoluto (Merck)
Formaldehido (Fisher Scientific)
Formamida (Sigma)

Hidroxido de sodio (Merck)
Iniciadores de PCR (GenSet y Gibco)
Isopropanol (Merck)

Mercaptoetanol (Sigma)

N,N,N’.N’ tetra metil etilen diamina
Nitrato de plata (Quimica Service)

Nitrogeno liquido

Persulfato de amonio (Sigma)

Solucién fijadora GBX 5X (Kodak)
Solucién reveladora GBX 5X (Kodak)
Tiosulfato de sodio (Fisher Scientific)
Tris [hidroxi metil]-amino-etano (Sigma)
Urea (Sigma)

Xilene cianol (Sigma)
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4.2 METODOS

421 ENSAYO EXPERIMENTAL

4211

4212

42.1.3

En el ANEXO 7 se describe la preparacion de los reactivos para

el procedimiento experimental.

TOMA DE MUESTRAS PARA EXTRACCION DE ADN

Este procedimiento intentd cubrir toda la variabilidad presente en
los cultivares nativos de papa (Solanum sec. Petota) de la comunidad
de Chahuaytire, utilizando informacion sobre los caracteres
morfolégicos de 195 tubérculos, con la participacién activa de los
“Papa Arariwas” (agricultores conservacionistas) y la estrecha
colaboracién del Ing. René Gomez, cientifico de la Division de
Conservacion y Caracterizacién de los Recursos Genéticos del CIP.
Las 246 papas nativas repatriadas por el Banco de Germoplasma del
CIP se sembraron en las comunidades de Chahuaytire y Pampallacta
en el 2002. La toma de muestras de hojas para ambos grupos se
realizé en Febrero del 2003 y la de tubérculos en Agosto del mismo
afo. Las papas nativas repatriadas se evaluaron conjuntamente con el
Br. Geoffrey Gonzales de la Universidad Nacional de Trujillo en los

Laboratorios de Biotecnologia Aplicada del CIP.

AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO
Para la extraccion del ADN se usd el método del CTAB
modificado (CIP, 1997).

CUANTIFICACION DEL ADN

Las muestras de ADN extraido se visualizaron en geles de
agarosa al 1% (p/v) mediante tincién con bromuro de etidio; el grosor y
la intensidad de la banda observada en el gel se compararon con el
primer fragmento de la digestion del ADN del fago A digerido con Pst |,
que es equivalente a 280 ng/ul, estimandose la concentracién y calidad
del ADN de cada cultivar por comparacion visual. Las muestras luego
se diluyeron con agua libre de nucleasas hasta alcanzar una

concentracion de 1ng/ul.
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4214

4215

42.1.6

AMPLIFICACION DE LOS MICROSATELITES

Las muestras de ADN de las papas nativas se amplificaron en un
volumen final de 20 pl usando 10 ng de ADN, tampdén para PCR 1X
(100 mM de Tris-HCI, 20 mM de sulfato de amonio y 2,5 mM de
MgCl); 0.2 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada iniciador (directo y
reverso) y aproximadamente 1U de enzima Taq polimerasa producida
en el CIP. Se siguieron los programas de amplificacion estandarizados
en el CIP (CIP, 1997), de acuerdo a la temperatura éptima de union de
cada iniciador a la region flanqueante del microsatélite (Tabla 2). Antes
de realizar la electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, los
productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa al
3%, con la intencion de verificar que las diluciones y amplificaciones en

las muestras de ADN se hayan realizado adecuadamente.

DETECCION DE LOS SEGMENTOS MICROSATELITES
AMPLIFICADOS

Los fragmentos amplificados se separaron mediante
electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida al 6%, siendo el
tiempo de corrida dependiente del tamafio de los fragmentos, tomando
como referencia de corrida al colorante de carga xilen cianol (azul
claro), el cual tiene un peso equivalente a 106 pb (CIP, 1997). Los
fragmentos amplificados se visualizaron mediante tincion del gel de

poliacrilamida con nitrato de plata.

REGISTRO DE ALELOS

El tamafo de los fragmentos (alelos) fue estimado utilizando
como marcador de tamano de banda a parte de la reaccion de
secuenciamiento del plasmido pUC 18 (ANEXOS 3 y 4). Para el
registro de los bandas SSR o alelos en el gel de poliacrilamida se tomd
en cuenta la banda superior de cada par de bandas que conforman un
alelo; si es que ambas bandas son visibles, o la mas intensa de un par
de bandas en el caso de bandas tartamudas (Ghislain et al., 2004).
Solamente aquellas bandas que mostraron patrones SSR definidos
fueron usadas en este analisis, realizando hasta tres repeticiones en el

caso de dificultades en el registro de bandas SSR dudosas.
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Los patrones de alelos obtenidos se registraron mediante una
matriz binaria usando el software Excel 2000 de Microsoft, en la cual a
los alelos SSR presentes se les asigna el valor de 1y a los alelos SSR
ausentes el valor de 0 (ANEXO 5).

4.2.2  ANALISIS DE DATOS

4221

4222

42.2.3

RIQUEZA ALELICA Y ALELOS PRIVADOS

El numero de alelos o riqueza alélica es una medida fundamental
de variacion genética y un estadistico usado para identificar
poblaciones para conservacion (Kalinowski, 2004). Esta medida intenta
retener la informacién alélica total indicando la variacion genética que
existe en las poblaciones y se refiere al numero total de alelos distintos
observados en cada locus simple por poblacion o grupo evaluado
(Frankel et al., 1995).

El niumero de alelos Unicos en una poblacién son conocidos como
alelos exclusivos o privados (“private alleles”), ésta es una medida

simple de diferenciacion poblacional (Kalinowski, 2004).

INDICE DE DIVERSIDAD GENETICA (ID)

Esta medida de variacibn genética se calculd usando la
estadistica desarrollada por Nei (1973), llamada indice de diversidad
genética o heterocigosidad esperada. Los valores de diversidad
basados en las frecuencias alélicas fueron calculados para cada locus
microsatélite. Su interpretacion biolégica es la probabilidad de que dos
gametos escogidos al azar de la muestra o poblacion sean diferentes

en un locus (Frankel et al.,1995).

D=1-X@)?

Donde p; es la frecuencia del i alelo detectado en un locus.

ANALISIS DE AGRUPAMIENTO
Los datos de la matriz binaria se procesaron usando el programa
NTSYS-pc (Sistema de Analisis Multivariado de Taxonomia Numérica)

version 2.1 (Rohlf, 2000). Este es un paquete informatico de algoritmos
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para producir analisis fenéticos a partir de datos genéticos (frecuencia
de genes), datos cuantitativos y datos cualitativos (presencia y
ausencia), calculando la afinidad entre unidades taxonémicas basados
en el estado de sus caracteres (Spooner, 2003).

En la aplicacion de las técnicas de Taxonomia Numérica cada
individuo (en este caso cada cultivar de papa nativa) sera considerado
como una UTO (Unidad Taxondmica Operativa). Para cada cultivar se
definen los estados de los caracteres a comparar, por ejemplo entre
dos UTOs j y k, se toman en cuenta caracteres dobles de presencia y

ausencia de un locus o alelo SSR, existiendo cuatro posibilidades:

a. Que ambos UTOs compartan el locus SSR a evaluar (1,1)

b. Que ambos UTOs no compartan el locus SSR a evaluar (0,0)

c. Que el primero de ellos presente el locus SSR y esté ausente en
el otro (1,0)

d. Que el segundo de ellos presente el locus SSR y esté ausente en

el primero (0,1)

La representacidén en una matriz binaria seria la siguiente:

UTO |
1 0
o 1 1,1 1,0
9 a b
5 0 0,1 0,0
c d

Los datos SSR obtenidos de los estados de presencias y
ausencias de cada locus SSR registrados en una matriz binaria fueron
comparados con el Coeficiente de Asociacién de Jaccard (CAJ) para

medir o calcular la similitud genética:

CAJ = al(at+b+c)

Donde “a” es el numero de alelos SSR comunes entre dos
individuos, “b” es el numero de alelos unicos en el individuo uno y “c”
es el numero de alelos unicos en el individuo dos. En la utilizacion del
Coeficiente de Asociacion de Jaccard no se considera a d (0,0) como

un elemento favorable de similitud. Con este coeficiente se generaron
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matrices de similitud genética, que luego se usaron para el analisis de
agrupamiento por el método UPGMA (Algoritmo de Agrupamiento de
Medias no Ponderadas) que permite obtener graficas de semejanza
genética (CIP, 2002).

Para comprobar la eficiencia del método de agrupamiento
empleado, se realizé una prueba de bondad de ajuste para cuantificar
el grado de distorsién en el arbol obtenido, empleando el Analisis
Cofenético (Sneath & Sokal, 1973), calculado mediante un coeficiente
de correlacion (r) producido entre los datos de la matriz de similitud
original (Jaccard) y una nueva matriz cofenética obtenida a partir de los

datos del agrupamiento.

Para determinar el nivel de confianza de las ramas del
fenograma, se realiza el andlisis Bootstrap; una técnica computarizada
para evaluar la eficacia de estimadores estadisticos. Los datos del
Bootstrap se generan por la seleccion aleatoria o al azar con
reemplazo de los marcadores polimorficos de la matriz (Yap & Nelson,
1986). El proceso es independiente y se puede repetir bajo un nimero
de repeticiones previamente fijados, en el que se adjuntan valores
numeéricos a las ramas internas del fenograma como una manera de
soporte en la correspondencia de los grupos formados (Hillis et al.,
2005). Se evaluan las proporciones de concordancia de la topologia
6ptima con el arbol original, expresandose en porcentaje (Efron et al.,
1996). Los limites de confiabilidad en la formacion del fenograma
generado son valores que se asumen correctos cuando son iguales o

mayores a 70% con un nivel de certeza del 95% (Hillis & Bull, 1993).

ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR

Para evaluar la diferenciacion genética de ambos grupos, se
utilizé el método conocido como ‘Analisis de la Varianza Molecular’
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) incorporado en el programa Arlequin
ver 2.0 (Schneider et al., 2000).

El estudio de la variacion molecular, es derivado de una matriz de
distancias al cuadrado entre todos los pares de haplotipos; cada
haplotipo es definido como la constitucion alélica particular que se

obtiene al evaluar los loci microsatélite de cada individuo. AMOVA
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produce estimaciones de componentes de variancia y analogos a los
F-estadisticos, designados como ¢@-estadisticos, y refleja la correlacién
de la diversidad haplotipica en diferentes niveles de subdivision

jerarquica (Excoffier et al., 1992).

El analisis 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
et al., 1992).

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 analisis de variancia

pero inapropiado para datos moleculares.

Los valores de los @st se analizan de modo semejante a los de

F«, ¥ sus rangos respecto a la diferenciacion genética son:

e de0a0.05 poca diferenciacion

e de0.05a0.15 moderada diferenciacion

e de0.15a0.25 gran diferenciacién

e mayor de 0.25 diferenciacion genética muy grande
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POLIMORFISMO DE LOS LOCI MICROSATELITES EN PAPAS NATIVAS

DE CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

Los 9 iniciadores usados amplificaron en todas las muestras y produjeron

alelos o fragmentos microsatélites con un tamafo minimo de 75 pb
(STM0037) y un maximo de 268 pb (STPoAc58) en los 441 cultivares de
papa nativa de ambos grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Rango de fragmentos microsatélites amplificados en papas

nativas de Chahuaytire y CIP repatriadas.

. Cdédigo de . . Tipo de Tamafio
e SR laboratorio BT (R Microsatélite obtenido (pb)

STM0019a S011a (AT)7 (GT)10 (AT)4 146-236
Compuesto

STM0019b S011b (GT)s (GC)4 (GT)4 92-123

STPoAc58 S029 (TA)13 Puro 231-268

TC)s (AC)s AA i

STM0037 S042 (TC)s (AC)e interrumpido 75-123
(AC)? (AT)4 compuestio

STMO0030 S047 (GT/GC) (GT)s Compuesto 130-168

STM1104 S081 (TCT)s Puro 164-182
Interrumpido

STM1052 S084 (AT)14 GT(AT)4 (GT)s compuesto 201-268

STM1106 S101 (ATT)13 Puro 130-196

STM2013 S104 (TCTA)s Puro 147-213

STM2022 S106 (CAA)s...(CAA)3 Puro 185-243

De la evaluacién entre el rango obtenido en el tamafio de alelos y el

tipo de SSR (de acuerdo a la clasificacion de Jarne & Lagoda, 1996) se

determino que los loci STM0019a y el STM1052 presentaron el rango mas

amplio (con una diferencia de 90 pb y 67 pb respectivamente) y

corresponden a los tipos de SSR compuesto e interrumpido compuesto,

respectivamente; siendo a su vez los que presentaron los indices de

diversidad mas elevados. Los loci con menor rango en el tamafio de alelos
fueron el STM1104 y el STM0019b (con una diferencia de 18 pb y 31 pb,
respectivamente).
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El locus STM0019 resulté multiloci, presentando dos zonas o regiones
conocidas como STMO0019a y STMO0019b (ver Figura 7), siendo mas
variable la zona de mayor peso molecular (zona a). Ademas, se detectaron
‘bandas tartamudas’ en el locus STM1052 que dificultaron la toma de datos
(Figura 12). El fenotipo molecular de los 9 iniciadores SSR evaluados se
observan en el ANEXO 6 (ver Figuras 7-15).

RIQUEZA ALELICA Y ALELOS EXCLUSIVOS DE PAPAS NATIVAS DE
CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

Se encontraron 114 alelos en las papas nativas de Chahuaytire y 130
alelos en las papas nativas repatriadas por el CIP y gran parte de estos
alelos fueron compartidos por ambos grupos. El locus SSR con mayor
numero de alelos fue el STM0019a con 19 alelos para Chahuaytire y 21
alelos reportados para las papas repatriadas por el CIP. El locus con menor
numero de alelos correspondié al STM2022, con so6lo 5 alelos para ambos
grupos (Tabla 4). Los patrones o fenotipos moleculares de los 10 loci SSR
evaluados para el presente estudio se observan en el ANEXO 6. El reporte de
los tamanos de todos los alelos encontrados, determinados mediante la
comparacion con los tamanos de los fragmentos obtenidos del

secuenciamiento de parte del plasmido pUC 18, se observan en la Tabla 4.

Respecto a los alelos exclusivos, en Chahuaytire se obtuvieron un total
de 6, distribuidos en 4 de los 9 loci SSR evaluados y en los cultivares
repatriados por el CIP se encontraron 22 alelos exclusivos distribuidos en 8
loci SSR. Por otra parte, en el locus STM2022, todos los alelos encontrados
fueron comunes en ambos grupos evaluados (Tabla 4). La relaciéon de
cultivares de papa nativa de Chahuaytire y de papas repatriadas por el CIP

con alelos exclusivos se observan en la Tabla 5.



Tabla 4. Caracterizacion alélica de los loci SSR evaluados en papas nativas de Chahuaytire y CIP repatriadas
Chahuaytire CIP

Loci SSR  Cédigo Tamafio de los alelos (pb) AC | RA EX | RA | EX
STM0019a S011a 146 158 160 162 166 168 170 176 178 180 182 192 194 196 198 201 203 206 208 211 213 236 18 19 1 21 3
STM0019b S011b 92 94 96 97 98 101 103 105 106 116 117 120 123 11 11 0 13 2
STPoAc58 S029 231 233 234 235 237 239 240 241 242 244 245 247 252 265 268 12 12 0 15 3
STMO0037 S042 75 77 79 81 83 85 87 92 93 95 96 109 123 9 9 0 13 4
STMO0030 S047 130 136 138 142 144 146 150 152 162 168 8 8 2 19 0
STM1104 S081 164 167 169 171 172 174 176 177 179 180 182 9 9 0 11 2
STM1052 S084 201 212 213 221 225 229 230 232 236 240 242 244 249 253 255 257 260 261 263 265 268 16 18 2 19 3
STM1106 S101 130 142 145 148 152 154 158 160 163 166 169 175 196 10 11 1 12 2
STM2013 S104 147 149 156 157 158 160 162 163 164 166 173 176 213 10 10 0 13 3
STM2022 S106 185 187 190 200 243 5 5 0 5 0

Total 114 6 130 22

Interpretacion:

AC
RA
EX
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Alelos exclusivos de CIP repatriadas

Alelos exclusivos de Chahuaytire

Alelos compartidos por loci SSR

Numero de Alelos Compartidos por ambos grupos
Riqueza Alélica

Numero de alelos Exclusivos




Tabla 5. Alelos exclusivos en los cultivares de papa nativa de Chahuaytire y CIP repatriadas

Alelos
exclusivos

Cdédigo de muestra

Frecuencia en

Nombres nativos Chahuaytire

Chahuaytire

S011a.178 CHA 57, CHA 140 Yuraq Ch'akillo, Puka Ch'akillo frecuente
S047.146 CHA 9, CHA 57, CHA 140 Wagankillay, Yuraq Ch'akillo, Puka Ch'akillo frecuente
S047.152 CHA 246 Yana Tarma raro
S084.232 CHA 47, CHA 49, CHA 107 Sole Wayro, Pariwana?, Pariwana frecuente
S084.236 CHA 49a Puka T'omera frecuente
S101.169 CHA 34 Unchuna raro
CIP repatriadas
S011a.146 700790, 703920 Sakalo, Unknown
S011a.170 704697, 704102, 703919, 700832 Koleto, Carrion, Q'ala Warmi, Moro Taclla
S011a.192 703946, 704587 Puka Arag, Puka Pole Araq,
S011b.116 702078, 706334, 706622, 703928, 702205, 700219  Yuracc Kaipi, K'apu, Moro Ccusi, Yurag Lomo, Uchucutana, Alcca Imilla
S011b.117 704560, 703919 Makuku, Q’ala Warmi
S029.244 701076, 702407, 703933, 703996, 706025, 703983, Muru Warmi, Yana Lenle, Titerite, Cheqchi Quisu, Puka Runtush o Cibra, Wallapi
703985, 704601 Toro, Runtu, Yana Choqllus
S029.252 703919 Q'ala Warmi
S029.268 704504 Puka Huato
S042.81 703946, 700754, 704587, 704028 Puka Arag, Manzanilla, Puka Pole Araq, Sanki Wayta
S042.83 702333, 706119, 705601, 703137, 705611, 700135, Chiquina, Misquilla, Yana Palta, Peshgo Papa, Unknown, Alg'a Imilla, Muru T'alaku,
703932, 701535, 702132 Caramarca, Yuracc Paltana
S042.96 704560, 704562 Makuku, Urpifia
S042.109 703933 Titerite
S081.167 703445, 704413, 704604, 704617, 704560, 700988 Uchu Q'aspa, Chusu Papa, Azul Khawina, Chiar Sani, Makuku, Sale Ccompis
S081.171 706622 Moro Ccusi
S084.201 704562 Urpina
S084.244 705590 Percearo
S084.260 706050, 703260, 703258, 704617, 700948, 705607, K'anchillo, K'anchillo, Laram K'anchali, Chiar Sani, Villa, Urpicha, Chispiadita,
700614, 701332, 700111, 703288 Carmena, Paccosan, Yana Pog'oya
S101.148 705592, 704534, 702097, 704494, 704558 Yurac Sale, Qhantus, Llutu Runtu, Yana Suyt'u, Yana Pole
S101.175 701761, 700035, 70436 Llaraina, Pumaya SA-421, Choqchi Lomo
S104.157 703737 Pacos
S104.176 702437, 703950 Unknown, Yuraq Lomo
S104.213 704028 Sanki Huayta

32
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5.3

5.4

INDICES DE DIVERSIDAD GENETICA DE PAPAS NATIVAS DE
CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

Ambos grupos presentan elevados indices de diversidad, superiores a
0.5, siendo las papas nativas repatriadas por el CIP las que en promedio

presentan los valores ligeramente mas altos (Tabla 6).

Tabla 6. indices de diversidad (Nei, 1973) encontrados en papas nativas de

Chahuaytire y en CIP repatriadas

Indices de Diversidad

Cddigo de

Loci SSR Laboratorio Chahuaytire CIP repatriadas
STMO0019a S011a 0.823 0.831
STM0019b S011b 0.602 0.630
STPoAc58 S029 0.818 0.824
STMO0037 S042 0.702 0.780
STMO0030 S047 0.817 0.808
STM1104 S081 0.801 0.806
STM1052 S084 0.876 0.877
STM1106 S101 0.793 0.816
STM2013 S104 0.792 0.797
STM2022 S106 0.594 0.589
Promedio - 0.762 0.776

Los loci SSR con mayores indices de diversidad fueron el STM1052 y el
STMO0019a; el locus SSR con menor indice de diversidad fue el STM2022.
En general ambos grupos no difieren demasiado en estos valores, lo que
indicaria que la diversidad encontrada en las papas cultivadas repatriadas
por el CIP representa adecuadamente la diversidad de papas cultivadas

encontrada en la comunidad de Chahuaytire.

ANALISIS DE AGRUPAMIENTO DE PAPAS NATIVAS DE CHAHUAYTIRE
Y CIP REPATRIADAS

En el fenograma conjunto de los 441 cultivares de papa nativa evaluados
de ambos grupos (Figura 3) se encontraron 410 perfiles de alelos
microsatélite unicos, es decir patrones moleculares que consiguieron

diferenciar individualmente a un cultivar. De éstos perfiles, 182 corresponden
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a patrones moleculares de papas nativas de Chahuaytire, 228 pertenecen a
las entradas repatriadas por el CIP y 31 perfiles moleculares que
corresponden a cultivares que no fueron diferenciados individualmente en
ambos grupos (Tabla 7). El fenograma muestra un nivel de ajuste de

correlacion cofenético moderado (r = 0.6987).

Tabla 7. Distribucion de los patrones moleculares microsatélites en papas

nativas de Chahuaytire y CIP repatriadas.

NUmero de Patrones moleculares Cultivares no
Grupo : : . )
cultivares diferentes diferenciados
Chahuaytire 195 182 (93.33%) 13 (6.67%)
CIP repatriadas 246 228 (92.68%) 18 (7.32%)
Total 441 410 (92.98%) 31 (7.02%)

Por lo tanto, los 31 patrones moleculares (13 de papas de Chahuaytire y
18 de CIP repatriadas) que no fueron diferenciados en ambos grupos forman
13 agrupamientos con 100% de similitud genética, es decir presentaron el
mismo patron molecular SSR (Tabla 8 y Figura 4). En solamente 2 de éstos
agrupamientos hubo una correspondencia entre los patrones moleculares de
los cultivares con los nombres nativos, por ejemplo: Wayro y Puka Wayro en

Chahuaytire y Q’eq’orani en CIP repatriadas (Grupos 1 y 8 respectivamente).
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Tabla 8. Cultivares de papa nativa de la comunidad de Chahuaytire y CIP repatriadas

evaluadas en 10 loci SSR que presentaron el mismo patrén SSR.

Grupo Origen Colecta Nombre Nativo
1 Chahuaytire CHA 45a Puka Wayro
1 Chahuaytire CHA 213 Wayro
1 Chahuaytire CHA 45 Puka Wayro
2 Chahuaytire CHA 67 Berendos
2 Chahuaytire CHA 100 T'ika Pole
3 CIP repatriadas 701578 Puka Ollas
3 CIP repatriadas 704416 Wila Palma
4 Chahuaytire CHA 19 Puka Pole
4 Chahuaytire CHA 114 Puka Chimako
5 CIP repatriadas 704537 Churu P'itikifia
5 CIP repatriadas 703803 Misti P'itikifa
6 CIP repatriadas 703996 Cheqche Kisu
6 CIP repatriadas 706025 Puka Runtush o Cibra
7 CIP repatriadas 703951 Alg'a Sole
7 Chahuaytire CHA 108 Puka P'itikifa
8 CIP repatriadas 703287 Azul Song'o o Q'eq'orani
8 CIP repatriadas 706134 Q'eq'orani
9 CIP repatriadas 706886 Q'ello Puywa
9 Chahuaytire CHA 161 Lima Wag'oto
10 Chahuaytire CHA 129 Puka Mama
10 Chahuaytire CHA 92 T'ika Q'ompis
10 CIP repatriadas 705829 T'ika Waman
10 CIP repatriadas 704606 Puma Luntu
10 CIP repatriadas 704591 Yana P'utis
10 CIP repatriadas 701531 Yana Rukunag
11 Chahuaytire CHA 38a Pusi Khachun Waq'achi
11 Chahuaytire CHA 111 Pusi Qhachun Waq'achi
12 CIP repatriadas 701332 Karmena
12 CIP repatriadas 700111 Paqg'osan
13 CIP repatriadas 706050 K'anchillo
13 CIP repatriadas 703258 Laram K'anchali




5.5

36

ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR

El AMOVA permitié analizar la variacion genética entre y dentro de los
grupos de papas nativas de Chahuaytire y las papas nativas repatriadas por el
CIP (Tabla 9). Este analisis revela que la mayor variacién genética ocurre
dentro de los grupos evaluados (99.27%) y que la variacion entre ambos
grupos fue minima (0.73%). Segun los valores de ®g (0.0073), esta variacion

genética es muy pequena.

Tabla 9. Disefio del AMOVA, mostrando las diferencias dentro y entre los

grupos de papas nativas de Chahuaytire y CIP repatriadas.

. o Grados de Sumade Componentes Porcentaje de

Tipo de variacion . . S
libertad cuadrados de varianza variacion
Entre poblaciones 1 29.803 0.08415 vVa 0.73
Dentro de 439 5046.564  11.49559 Vb 99.27
las poblaciones
Total 440 5076.367 11.57974
(O 0.0073 p-valor =0.05




[ 700035 Pumava SA-

—| ' 704536 Choachi

r =0.6987 703932 Muru
705593 Yuraa
700178 Salamanka
CHA 91 Puka

[} : CHA 97 Yana
Papas nativas de 707284 Bavo Risco
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Figura 3. Fenograma de la similitud genética entre las 441 cultivares de papas nativas de
Chahuaytire y CIP repatriadas obtenido del andlisis de 10 loci SSR. Se indican los
porcentajes de confianza mediante Bootstrap con 500 remuestreos.
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Figura 4. Fenograma de la similitud genética entre los cultivares de papas nativas de
Chahuaytire y CIP repatriadas con el mismo patrén molecular en los 9 iniciadores SSR
analizados. Se indican los porcentajes de confianza mediante Bootstrap con 500

remuestreos.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
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6.1

6.2

POLIMORFISMO DE LOS LOCI MICROSATELITES EN PAPAS
NATIVAS DE CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

Los loci microsatélites con el mayor nimero de alelos fueron el
STMO0019a y el STM1052 (Tabla 4); a su vez ambos loci presentaron los
indices de diversidad méas altos (Tabla 6). Estos resultados concuerdan
con los trabajos reportados en Solanum tuberosum subsp. andigenum
(Ames, 2003; Condori, 2003) y en especies de papa amarga (Zorrilla,
2006). El elevado polimorfismo hallado en éstos loci se deberia al tipo de
motivo dinucleétido compuesto AC/GT asociado con (AT)n reportado

previamente por Milbourne et al., (1998).

De otro lado, el locus que present6 el menor niumero de alelos y el
menor indice de diversidad promedio fue el STM2022 (Tabla 4); resultados
similares fueron obtenidos por Andrade (2001), Ames (2003), Condori
(2003) y Reid & Kerr (2006). Este locus presenta un motivo repetido
trinucledtido de tipo puro (Tabla 3), y la baja variabilidad y frecuencia de
este tipo de motivos repetidos fue anteriormente reportado por Ashkenazi et
al., (2001).

Este trabajo es uno de los primeros estudios de diversidad genética
de papas nativas usando marcadores microsatélites en comunidades
campesinas conservacionistas. La tipificacién genética de los 441 cultivares
de papa nativa de Chahuaytire y repatriados por el CIP mediante el andlisis
de 10 loci microsatélites, permitié distinguir 410 patrones moleculares
diferentes (Tabla 7) que representan el 92.98% del total de cultivares de
ambos grupos, confirmando la utilidad del kit de identificacion genética de

papa desarrollado en el CIP (Ghislain et al., 2004).

DIVERSIDAD GENETICA DE LAS PAPAS NATIVAS DE
CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

La clasificacion determinada por los marcadores moleculares

demuestra una alta correspondencia con la identificacion mediante nombres
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6.3

locales por parte de los agricultores conservacionistas de esta comunidad
(Figura 3). Esta precision en la clasificacion nominal de papas nativas por
los campesinos conservacionistas también fue encontrada en Paucartambo,
provincia cercana a la comunidad de Chahuaytire por Brush et al., (1981),
Quiros et al., (1990) y Zimmerer (1991b).

AuUn cuando las papas nativas de Chahuaytire y CIP repatriadas
comparten la mayoria de alelos (Tabla 4), sélo en 3 casos el mismo patron
molecular es compartido por cultivares de ambos grupos (Tabla 8),
confirmando que en el campo de los agricultores (in situ) el proceso de
conservacion ocurre de manera dinamica por lo que se generan nuevos
cultivares constantemente (Zimmerer, 1992). Ademds, la presencia de
alelos exclusivos en Chahuaytire sugiere una diversidad alélica que no esta

representada en las 246 papas nativas repatriadas por el CIP.

Las papas nativas repatriadas por el CIP presentaron mayores
valores de riqueza alélica y de alelos exclusivos (Tabla 4) posiblemente
debido a que éstos cultivares, colectados afios atras, proceden no sélo de
la misma zona sino también de otras adyacentes. La repatriacién de ésta
diversidad genotipica del CIP a la comunidad de Chahuaytire, y al Parque
de la Papa en general, sugiere la posibilidad de reemplazar y/o afadir
papas nativas con mejor estado fitosanitario y asi potencialmente ampliar la

base genética de las papas nativas dentro de esta comunidad.

ANALISIS COMPARATIVO DE LAS PAPAS NATIVAS DE
CHAHUAYTIRE Y CIP REPATRIADAS

Los resultados de AMOVA (Tabla 9) indican que la mayor variacion
genética de cultivares de papa nativa ocurre dentro de cada grupo
(99.27%). Este hecho se explica porque la diversidad intraespecifica en las
especies de papa cultivada es muy alta por lo que detectar diferencias entre

grupos por origen geografico u otro tipo es muy dificil.

El otro componente de AMOVA referido a la variacién genética entre
ambos grupos resultdé minimo (0.73%), y se explica porque la mayoria de

alelos identificados fueron compartidos por ambos grupos (Tabla 4); es
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decir, la diversidad genética a nivel de alelos es semejante. Sin embargo a
nivel genotipico, como se observa en el fenograma (Figura 3), éstos fueron
diferentes en su mayoria; lo que indica una alta diversidad genotipica en
ambos grupos. Estos resultados concuerdan con los reportados por Brush
et al.,, (1995) en papas nativas del Cusco por medio de isoenzimas en

cuatro loci polimérficos.

Los resultados sugieren que los agricultores conservacionistas de
esta comunidad mantienen una alta diversidad genética de papas nativas,
formandose nuevos genotipos constantemente, pero manteniéndose la

diversidad alélica.



7. CONCLUSIONES

1. Los loci microsatélites que obtuvieron mayores indices de diversidad y
polimorfismo fueron el STM1052 (S084) y el STM0019a (SO11a). El
locus microsatélite con menor indice de diversidad y polimorfismo fue
el STM2022 (S106) (Tabla 3 y Tabla 6).

2. Los indices de diversidad y el numero de alelos fueron elevados para
ambos grupos de papas nativas, indicando que presentan una alta
diversidad genética, siendo un poco mayor para las papas repatriadas
por el CIP. Ademas, se encontraron alelos exclusivos para ambos
grupos, 6 para Chahuaytire y 22 para las papas repatriadas por el CIP
(Tabla 4 y Tabla 5).

3. La genaotipificacion molecular usando los 10 loci SSR evaluados logro
discriminar satisfactoriamente el 93.33% de los cultivares de papa
nativa en Chahuaytire y el 92.68% de las repatriadas por el CIP. La
caracterizacion molecular ademas permiti6 obtener 13 grupos (13
cultivares nativos de Chahuaytire y 18 papas nativas repatriadas por
el CIP) con 100% de semejanza genética (Tabla7, Tabla 8 y Figura 4).

4. Entre las papas nativas de Chahuaytire y las repatriadas por el CIP
hubo una minima variacion molecular (0.73%) segun el andlisis
AMOVA (Tabla 9), demostrando la representatividad genética de las
papas nativas repatriadas por el CIP en la comunidad de Chahuaytire,
siendo apropiadas para su integracibn en el germoplasma de la

comunidad.
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RECOMENDACIONES

Complementar el analisis molecular obtenido con andlisis de ploidia,
evaluaciones fenotipicas, e integrarlos a datos agronomicos, geograficos, de
usos y conocimiento tradicional y etnobotanico para obtener una mejor

interpretacion de los resultados obtenidos.

Integrar la informacion molecular obtenida a bancos de datos con el fin de

obtener un registro que sirva para fines de proteccién y uso en mejoramiento.
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ANEXO 1.

Orden Colecta
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CHA1
CHA 179a
CHA 2
CHA 88a
CHA 89a
CHA 88b
CHA 90
CHA 91
CHA 97
CHA 229
CHA 4
CHA 15
CHAS
CHA 12
CHA 94
CHA 154
CHA 246a
CHA 7a
CHA 39
CHA 30
CHA 101
CHA 38
CHA 13
CHA 54
CHA 81
CHA 146
CHA 214
CHA 179
CHA 89c
CHA 164
CHA 18
CHA 69a
CHA 72
CHA 41
CHA 196
CHA 49
CHA 49a
CHA 107
CHA 191a
CHA 89b
CHA 197
CHA 121
CHA 54a
CHA 226
CHA 125
CHA 80
CHA 106
CHA 133
CHA 134
CHA 266a
CHA 85
CHA 126
CHA 82
CHA 88

Wagq'oto

NN

Q'ello Wag'oto

NN

Renacimiento?

NN

Alg'a Q'ompis

Puka Q'ompis

Yana Q'ompis
Soq'ophoro

Puka Q'ompis

Yana Q'ompis

Alg'ay Warmi
Patallagta

Patallagta

Patallagta

Yana Paciencia?

Puka Mama?

Puka Mama

Yana Tarma

Muru Viatino

Lump'u Viatino K'usi
Olones

Yana Sole

Yana Pumamaki

Yana Pumamaki

Yana Pumamaki

Q'ello Wag'oto

Q'ello Wag'oto?

Q'ello Wag'oto

Muru T'omera

Oqg'e Suyt'u?

Puka Magt'acha

Alg'a Peruanita

Muru Bole

Pariwana?

Puka T'omera
Pariwana

NN

Unchuna?

Soles

Oqg'e T'uki

NN

Yurag Pag'ocha Senqa
Oqg'e Kharwis
Paq'ocha Senq'a=Yana Chogllos
Yurag Pag'ocha Senq'a
Yuraq Pag'ocha Senqg'a
Yana Pag'ocha Seng'a
NN

Paqg'ocha Senq'a
Yana Pag'ocha Seng'a
Yana Amakhaya
Yuraq Q'ompis

LISTADO DE PAPAS NATIVAS DE LA COMUNIDAD DE CHAHUAYTIRE

Orden Colecta Nombre nativo
55 CHA 6 Condor Runtu
56 CHA 58 Yuraq Kharwis
57 CHA 67 Berendos
58 CHA 100 T'ika Pole
59 CHA 203 Chimako Suyt'u
60 CHA 70 Yuragq Chimako
61 CHA 44 Muru Wayro
62 CHA 45 Puka Wayro
63 CHA 45b Puka Wayro
64 CHA 45a Puka Wayro
65 CHA 213 Wayro
66 CHA 5l1a Waka Wasi?
67 CHA 51 Waka Wasi
68 CHA 205a NN
69 CHA 230 Tayani
70 CHA 121a Jerga Suyt'u
71 CHA 68 Puka Suyt'u
72 CHA 118 Puka Jerga Suyt'u
73 CHA 74 Puka Suyt'u
74 CHA 69 Oqg'e Suyt'u
75 CHA 115 Yuraq Watakachu
76 CHA 136 Puka Wayro
77 CHA 246 Yana Tarma
78 CHA 64 Watakachu
79 CHA 71 Puka Poncho
80 CHA 117 Puka Poncho
81 CHA 29 Alg'a Wallata
82 CHA 34 Unchuna
83 CHA 112 Yana Cuchillo P'aki
84 CHA 128 Alg'ay Warmi
85 CHA 104 Yuraq Unchuna
86 CHA 191b NN
87 CHA 123 Muru Watakachu
88 CHA 11 Waka Wasi
89 CHA 96 Waka Wasi
90 CHA 47a Puka P'itikifia
91 CHA 19 Puka Bole
92 CHA 114 Puka Chimako
93 CHA 22 Pusi Pole
94 CHA 102 Yana Pole
95 CHA 27 Muru Bole
96 CHA 20 T'ika Pole
97 CHA 168 T'ika Bole
98 CHA 173 Yana bole
929 CHA 31 Yana Pole
100 CHA®65 Trombos
101 CHA 198 Muru Rumpus
102 CHA 120 Yuraq Trombos
103 CHA 23 Yuraq K'usi
104 CHA24 Muru K'usi
105 CHA33 Yana K'usi
106 CHA 130 Yuraq Q'usi
107 CHA 144 Yana Q'ore
108 CHA 103 Yana K'usi




Continda...

Orden Colecta Nombre nativo Orden Colecta Nombre nativo
109 CHAG66 Muru Charkawaylla 163 CHA9 Wagankillay
110 CHA77 Yana Estaquilla 164 CHA 38a Pusi Khachun Wagq'achi
111 CHA 122 Yana Watakachu 165 CHA 111 Pusi Qhachun Wag'achi
112 CHA 79 Yana Khallwa 166 CHA 46 Puka Puywan
113 CHA 124 Yana P'alta Watakachu 167 CHA95 Puka Puywan
114 CHA?21 Karamarka K'usi 168 CHA 38b NN
115 CHAG60 Yuraq T'alako 169 CHAS55 Pusi Khachun Waq'achi
116 CHA 73 Yuraq Khallwa 170 CHA92 T'ika Waman
117 CHA 113 Yuraq Kharwis 171 CHA 129 Puka Mama
118 CHA?25 Phaspa Sunchu 172 CHA 161 Lima Wag'oto
119 CHA 165 Phaspa Sunchu 173  CHA 206 Soq'o Puma Luntu
120 CHA 26 P'alta Wayruro 174 CHA56 Qhachun Wag'achi
121  CHA 127 Lluthu Runtu 175 CHA89 Lima Waqg'oto?
122 CHA 131 Sole Wayruru 176 CHA59 Yurag Inkacho
123 CHA 189 Sale Wayruro 177 CHA17 Llama Nawi
124 CHA 115a Ch'uruspe? 178 CHA 32 Yana Okuri
125 CHA 171 Peruanita 179 CHA®61 Q'achu Ruki
126 CHA7 Cusquefiita? 180 CHA 158 Azul Ruki
127 CHA 42 Yuraq Paq'ocha Senqa 181 CHA 183 Yurag Khachu Ruki
128 CHA 43 Q'owe Sullu 182 CHA 28 Yuraq Qhete
129 CHA 47 Sole Wayro 183 CHA 181 P'alta Ruki
130 CHA 108 Puka Pitikifia 184 CHA 202 Yurag Moyowinko
131 CHA 109 Muru Pitikifia 185 CHA 208 Morado Mollowinki
132 CHA 110 Yana P'itikifia 186 CHA 200 Yuraq Takillpo
133 CHA 137 Kamareta 187 CHA 48 Machu Ruki
134 CHA10 Alg'a Soq'opuru 188 CHA3 T'ika Pole
135 CHA 14 Puka Chillkas 189 CHA 102a Yana Pole?
136 CHA 16 Yana Chillkas 190 CHA 116 Walt'acha
137 CHA 40a NN 191 CHA 204 Yuraq Willkas
138 CHA 160 Puka Chillcas 192 CHAS7 Yuraq Ch'akillo
139 CHAQ93 Oqg'e Chekepuru 193 CHA 140 Puka Ch'akillo
140 CHA99 Chillkas 194 CHA62 Tankacha
141 CHA 84 Puka Chillkas 195 CHA®63 Yuraq Suyt‘u
142 CHA 36 Q'eq'orani
143 CHA 40 Q'ello Piitikifia
144 CHAS53 Muru P'itikifia
145 CHAS50 Leg'echo
146 CHA 119 Leqg'echo
147 CHAS2 Q'ello Luntus
148 CHA75 Puka Churuspi
149 CHAS83 Yana Churuspi

150 CHAB83a Ch'uruspe?
151 CHA 138 Yana Churuspe

152 CHA 76 Muru Ch'uruspi
153 CHA 35 Q'ello Q'eq'ena
154 CHA 86 Q'eq'ena

155 CHA 105 Q'ello Pitikifia
156 CHA 87 Yuraq Linli

157 CHA 142 Yurag Lenle
158 CHA 98 Sawasiray

159 CHA37 Peruanita

160 CHA 162 Soles

161 CHAT78 Cheqgche Khuchiaka
162 CHAS T'omera
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ANEXO 2.

LISTADO DE PAPAS NATIVAS REPATRIADAS POR EL CIP A LA

COMUNIDAD DE CHAHUAYTIRE

Orden Codigo CIP Nombre nativo Especie Orden Codigo CIP Nombre nativo Especie
1 700313  Khuchipa Ismaynin STN 55 700178 Salamanka o Yana Imilla ADG
2 700407  Sawasira STN 56 700832  Muru Taklla ADG
3 700532  Sapa Negra ADG 57 700863 Q'ello Waqg'oto ADG
4 701076  Muru Warmi CHA 58 700924  Zapa Blanca ADG
5 701531  Yana Rukunaq CHA 59 700969  Yuraq Choq'ollo ADG
6 701589  Muru Chaleco ADG 60 700988  Sale Q'ompis ADG
7 702196 Mauna Waman Uma  CHA 61 701515 Rukuma ADG
8 702199  Chuko P'itikifia STN 62 701647  Suyt'u ADG
9 702223  Wira Pasfia STN 63 701759  Muru Papa ADG
10 702249  Puka Tuyrus GON 64 702007  Khuchi Chugchan ADG
11 702353  Magqt'illo o Churuspina STN 65 702013 Chaska Suyt'u CHA
12 702407  Yana Lenle CHA 66 702132  Yuraq Paltana ADG
13 702421  Ispingo STN 67 702354  Wallata Suyt'u ADG
14 702467  Milagro GON 68 702397 Khaya ADG
15 702824  Lomo Blanco ADG 69 702754  Allga Mallgo ADG
16 702825 Lomo Blanco ADG 70 702795  Puka Qoyo ADG
17 702829  Alg'aTarma ADG 71 702815 Morar Nayra Mari CHA
18 702961  Garhuash Pashon GON 72 703287  Azul Song'o o Q'eg'orani CHA
19 703302 Q'owe Obispo CHA 73 703304  Wayro Warmi CHA
20 703314  Yana Thuruna STN 74 703628 Qopa ADG
21 703444  Runtus Pitikifia GON 75 703674  Sawasiray ADG
22 703445  Uchu Q'aspa STN 76 703935  Yurag Werago ADG
23 703782  Q'owe Sullu STN 77 703964 Isakana ADG
24 703803  Misti P'itikifia STN 78 703993  Llutu Runtu ADG
25 703951  Alg'a Sole ADG 79 704102  Carrion ADG
26 703953  Yana Maway CHA 80 704404  Lanakon ADG
27 703959  Pitikifia STN 81 704436 Magt'a ADG
28 703971  Muru Nifio ADG 82 704464  Muru Shullupa Uman ADG
29 703983  Wallapi Toro STN 83 704494  Yana Suyt'u ADG
30 703985 Runtu GON 84 704528 Amalaya ADG
31 703996  Cheqche Kisu STN 85 704553  Yana Chonke ADG
32 703998  Yurag P'uti STN 86 704584  Yana Song'o Wagdollo ADG
33 704005 Sagma ADG 87 704588  Yuraq Trompus ADG
34 704010  Yurag T'oglolo CHA 88 704595  Waka Qallu ADG
35 704510 Soqg'o ADG 89 704601  Yana Chogllus ADG
36 704516  Yurag Chuko GONXSTN 90 704604  Azul Khawina ADG
37 704521  Charkawaylla ADG 91 704667 Wallata ADG
38 704537  Churu Piitikifia CHA 92 704697  Koleto ADGXADG
39 704546  Thuruna ADG 93 705606 Yana Paqus ADG
40 704560  Makuku ADG 94 705607  Urpicha CHA
41 704591  Yana P'utis CHA 95 705608 Q'ello Wag'oto ADG
42 704606  Puma Luntu CHA 96 705719  Chiqui Bonita ADG
43 704611  Charka ADG 97 705868 Oqg'e Magtillo ADG
44 704673  Yana Lump'u ADG 98 706003 Yana Lomo ADG
45 705638  Q'alamighunan STN 99 706095  Yana Runtu ADG
46 705829  T'ika Waman CHA 100 706115  Suli ADG
47 706025  Puka Runtush o Cibra STN 101 706191  Khuchi Chuqgchan ADG
48 706134  Q'eq'orani STN 102 706337  Yana Pole ADG
49 706676  Puka Mama CHA 103 706610 Yurag Mestiza ADG
50 706886  Q'ello Puywa STN 104 706620  Puka Qoli ADG
51 706890  Chegllos CHA 105 706891 NN ADG
52 707200 T'oqochi STN 106 707136  Uchun Chaki CHA
53 707297  Muru Ch'uruspina STN 107 707275 Sole ADG
54 707320 Sangarara CHA 108 707284  Bayo Risco ADG
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Continda...

Orden Cddigo CIP Nombre nativo Especie Orden Cdédigo CIP  Nombre nativo Especie
109 700035 Pumaya SA-241 ADG 163 700497 Chogllena ADG
110 700213  Leke Chaki ADG 164 700513 Yana Trombus  ADG
111 700512  Tulpina ADG 165 700754 Manzanilla ADG
112 700656 NN ADG 166 700767 Qholla ADG
113 700766 Oq’e Suyt'u ADG 167 700948 Villa ADG
114 701535  Karamarka ADG 168 701021 K'usi ADG
115 701578 Puka Ollas ADG 169 701084 T'alako ADG
116 701761  Llaraina ADG 170 701599 Runtus ADG
117 701992  Puka Muru Pole ADG 171 701750 Wagq'oto ADG
118 702055 Waman Uma ADG 172 702000 K'usi ADG
119 702076  Haku Talega ADG 173 702037 Chuti Kajari ADG
120 702097  Llutu Runtu ADG 174 702058 Yuraq Wayllu ADG
121 702106 Yurag Magtacha ADG 175 702333 Ch'ikifia STN
122 702130  Palta Lomo ADG 176 702395 Puma Maki ADG
123 702384  Paciencia o Paqo Seng'a ADG 177 702437 NN ADG
124 702857 Hanqo Luntu ADG 178 702895 NN ADG
125 702903  Puka Mama ADG 179 702922 Boina K'usi ADG
126 702915  Puka Trombos ADG 180 703137 Peshgo Papa  ADG
127 702918  Ispinguilla Sale ADG 181 703181 Chigchisapi ADG
128 703232  Peruanita ADG 182 703320 Pitikifia STN
129 703265  Yurag Sole ADG 183 703862 Yana Paltaq ADG
130 703626  Q'ello Pago Wayro ADG 184 703919 Q'ala Warmi ADG
131 703737 Pakos ADG 185 703933 Titerite STN
132 703751 Shallis ADG 186 703938 Tarma ADG
133 703792  Cachito ADG 187 703946 Puka Araq ADG
134 703932  Muru T'alako ADG 188 703948 Yana T'alako ADG
135 703936  Ch'ia K'utuh ADG 189 703957 Siwayllus ADG
136 703937  Yana Unkhuna ADG 190 703974 Q'ayma Mascela ADG
137 703939  Puka P'alta ADG 191 703992 Muru Waria ADG
138 703950  Yurag Lomo ADG 192 704016 Blanca ADG
139 703952  Yurag Sole ADG 193 704028 Sanki Wayta STN
140 703966  Makuko ADG 194 704413 Chusu Papa ADG
141 703968 Oqg'e Charka ADG 195 704416 Wila Palma ADG
142 703976  Q'ayma Marcela ADG 196 704504 Puka Wato ADG
143 704007 Alg'a Pole ADG 197 704513 Sale ADG
144 704061  Yurag Lenguas ADG 198 704534 Khantus ADG
145 704063 Poq'oya ADG 199 704540 T'omera ADG
146 704363  Cheglla Murwa ADG 200 704544  Wallata Chaki ~ ADG
147 704489  Yuraq P'itikifia ADG 201 704554 Torto Lomo ADG
148 704501  Sale Imilla ADG 202 704587 Puka Pole Arag ADG
149 704535  Puka Mama ADG 203 704592 Yurag P'utis ADG
150 704536  Choqgchi Lomo ADG 204 704597 Azul Nawi ADG
151 704549  Yanali ADG 205 704598 Yurag K'usi ADG
152 704557  Yurag Sawinto ADG 206 704610 Yuraq K'usi ADG
153 704558  Yana Pole ADG 207 704617 Chiyar Sani ADG
154 704590  Puka Imilla ADG 208 704671 Q'ello P'alta ADG
155 704621  Puka Pargo ADG 209 704675 Enuru Suyt'u ADG
156 705592 Yurag Sale ADG 210 705601 Yana P'alta ADG
157 705593  Yuraqg K'usi ADG 211 705859 Puka K'usi ADG
158 705595  Muru Sunchu ADG 212 706114 Mantaro ADG
159 705596  Tayamita ADG 213 706622 Muru K'usi ADG
160 705604  Waka Sullu ADG 214 706887 Yurag Waq'oto ADG
161 705611 NN ADG 215 706897 NN ADG
162 707344 Puka Qholla ADG 216 706904 NN ADG
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Continda...

Orden Codigo CIP Nombre nativo Especie

217 700111  Pag'osan STN
218 700135 Alg'a Imilla STN
219 700219 Alg'a Imilla STN
220 700485  Casa Blanca STN
221 700614  Chispeadita STN
222 700790 Sakalo STN
223 700950  Ankapaga STN
224 701332  Karmena STN
225 702078  Yuraq Kaipi Juz
226 702205  Uchu Kutana STN
227 702343  Migajosa STN
228 703258  Laram K'anchali JUZ
229 703260 K'anchillo Juz
230 703288  Yana Poqgoya STN
231 703620  Puka Pole STN
232 703920 NN STN
233 703928  Yuraqg Lomo STN
234 704488 Cuchillo P'aki STN
235 704551  Araga STN
236 704559  Sawinto STN
237 704562  Urpina STN
238 704605  Yana Q'allum STN
239 705590  Percearo STN
240 705841 NN STN
241 706050 K'anchillo Juz
242 706119 Miskilla STN
243 706334 K'apu Juz
244 706630 Sole STN
245 707132 Yana Shiri CUR
246 707134  Yurag Wafia CUR
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ANEXO 3. SECUENCIAMIENTO DEL PLASMIDO pUC 18

El método usado es el de terminacién de cadena de Sanger, también
conocido por el método didesoxi. Antes de llevar a cabo este método, previamente
se obtiene gran cantidad de plasmidos, que son clonados en un vector apropiado, en
este caso la bacteria transformada Escherichia coli cepa E010 procediéndose a
realizar la extraccion de los plasmidos segun la metodologia implementada en
laboratorio (ANEXO 4). Las cepas transformadas de E. coli no solamente contienen el
ADN gendémico que codifican la informacion requerida para su crecimiento y
replicacion, si no también llevan pequefias moléculas de ADN circular de replicacion

autonomas llamadas plasmidos (Lane et al., 2001).

Aunque los plasmidos no codifican genes que se requieren para el normal
crecimiento bacteriano, si contienen genes que pueden dar a las células ventajas
selectivas bajo ciertas condiciones de crecimiento. El plasmido pUC 18 codifica un
gen para la resistencia a Ampicilina (Amp’), convirtiéndolo en un vehiculo o vector
para la transferencia de genes de un organismo a otro. De esta forma, al producirse el
crecimiento de E. coli en un medio con Ampicilina, solamente se detectan aquellas
bacterias que llevan el plasmido recombinante, capaces de crecer en medios con este
antibiético, seleccionando y/o enriqueciendo a aquellas que llevan el plasmido. Para
obtener la secuencia de bases nitrogenadas del plasmido pUC 18, se necesitan los

siguientes componentes:

= El templado, en este caso el plasmido pUC 18 a una concentracion de 1-2
pmol.

= Eliniciador, que suele ser un oligonucledtido corto de 24 bases de longitud, lo
necesario para que la enzima ADN polimerasa | comience a afadir nucleotidos
por el extremo 3' OH. Este iniciador posee una secuencia de bases
nitrogenadas complementaria al vector, ademas este iniciador procede de una
region del vector muy cercana al punto de insercion del plasmido, cuya
secuencia es conocida.

= Los cuatro desoxinucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

= Nucle6tidos di/desoxi (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP) Los nucleétidos
didesoxi son nucleétidos modificados que han perdido el grupo hidroxilo de la
posicién 3' de la desoxirribosa. Estos nucleétidos pueden incorporarse a la
cadena de ADN naciente, pero no es posible que se una a ellos ningn otro
nucleétido por el extremo 3'. Por lo tanto, una vez incorporado un nucleétido

didesoxi se termina la sintesis de la cadena de ADN.
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La preparacion de la mezcla de PCR del plasmido requiere cuatro mezclas de
reaccion diferente. Cada mezcla de reaccion contiene los cuatro desoxinucledtidos
trifosfato (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), ADN polimerasa I, y un nucleétido didesoxi,
por ejemplo ddATP, a una concentracion baja. El nucledtido didesoxi utilizado (ddATP
en este ejemplo) competira con su homoélogo (dATP) por incorporarse a la cadena de
ADN que se esta sintetizando, produciendo la terminacién de la sintesis en el

momento y lugar donde se incorpora.

Por este sistema, en cada mezcla de reaccién se producen una serie de
moléculas de ADN de nueva sintesis de diferente longitud que terminan todas en el
mismo nucleétido. Los fragmentos de ADN de nueva sintesis obtenidos en cada
mezcla de reaccion se separan por tamafios mediante electroforesis en geles
verticales de poliacrilamida al 6% muy finos (0,4 mm de espesor) y de gran longitud
(cerca de 40 cm) que permiten distinguir fragmentos de ADN que se diferencian en un
solo nucledtido. Los productos de cada una de las cuatro mezclas de reaccion se

colocan en los pocillos del gel en cuatro carriles marcados (Figura 5).

Electroforesis vertical en|

Rartorradio grafia resultante|

ST GAATTEGCGEEGETA
w1 GAATTEGCGEEGECT
Eiensy v GAATTGGECGGEGEE
a0 GAATTGGCGEGE
" GAATTEGCGE
Cristal GAATTGGECE
rasero GAATTEGEC
GAATTGEE
GAATTE
Gel de Cristal
menos de frontal
un milimetro
de espesor

Figura 5. Esquema que muestra la electroforesis vertical y visualizacién, en

gel de poliacrilamida, del secuenciamiento del plasmido pUC 18.

Terminada la electroforesis, se detectan las bandas por medio de la técnica de
tincion con nitrato de plata. La aparicién de una banda en una posicién concreta del
gel, en uno de los cuatro carriles nos indica que en ese punto de la secuencia del ADN
de nueva sintesis (complementario a la secuencia del plasmido molde) esta la base

correspondiente al nucledétido didesoxi utilizado en la mezcla de reaccidn inicial.
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Teniendo en cuenta que el ADN de nueva sintesis crece en la direccion 5' —
3', si comenzamos a leer el gel por los fragmentos de menor tamafio (extremo 5" y
avanzamos aumentando el tamafio de los fragmentos (hacia el extremo 3,

obtendremos la secuencia del ADN de nueva sintesis en la direccién 5' — 3'.

La secuencia de nucleétidos del plasmido pUC 18 y la composicién del

iniciador utilizado se muestran a continuacion:

Secuencia del plasmido pUC 18

TCGCGCGTTT CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA 60
CAGCTTGTCT GTAAGCGGAT GCCGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGCGCG TCAGCGGGTG 120
TTGGCGGGTG TCGGGGCTGG CTTAACTATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC 180
ACCATATGCG GTGTGAAATA CCGCACAGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC ATCAGGCGCC 240
ATTCGCCATT CAGGCTGCGC AACTGTTGGG AAGGGCGATC GGTGCGGGCC TCTTCGCTAT 300
TACGCCAGCT GGCGAAAGGG GGATGTGCTG CAAGGCGATT AAGTTGGGTA ACGCCAGGGT 360

ITTTCCCAGTC ACCGACGTTGT AAAACGACGG CCAGTGCCAA GCTTGCATGC CTGCAGGTCG 420
29 39 49 59 69

ACTCTAGAGG ATCCCCGGGT ACCGAGCTCG AATTCGTAAT CATGGTCATA GCTGTTTCCT 480
79 89 99 109 119 129

GTGTGAAATT GTTATCCGCT CACAATTCCA CACAACATAC GAGCCGGAAG CATAAAGTGT 540
139 149 159 169 179 189

AAAGCCTGGG GTGCCTAATG AGTGAGCTAA CTCACATTAA TTGCGTTGCG CTCACTGCCC 600
199 209 219 229 239 249

GCTTTCCAGT CGGGAAACCT GTCGTGCCAG CTGCATTAAT GAATCGGCCA ACGCGCGGGG 660
259 269 279 289 299 309

AGAGGCGGTT TGCGTATTGG GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC TCACTGACTC GCTGCGCTCG 720

319 32

GTCGTTCGGC

GAATCAGGGG

CGTAAAAAGG

AAAAATCGAC

TTTCCCCCTG

CTGTCCGCCT

CTCAGTTCGG

CCCGACCGCT

TTATCGCCAC

GCTACAGAGT

ATCTGCGCTC

AAACAAACCA

TGCGGCGAGC

ATAACGCAGG

CCGCGTTGCT

GCTCAAGTCA

GAAGCTCCCT

TTCTCCCTTC

TGTAGGTCGT

GCGCCTTATC

TGGCAGCAGC

TCTTGAAGTG

TGCTGAAGCC

CCGCTGGTAG

9 33
GGTATCAGCT

AAAGAACATG

GGCGTTTTTC

GAGGTGGCGA

CGTGCGCTCT

GGGAAGCGTG

TCGCTCCAAG

CGGTAACTAT

CACTGGTAAC

GTGGCCTAAC

AGTTACCTTC

CGGTGGTTTT

9 34
CACTCAAAGG

TGAGCAAAAG

CATAGGCTCC

AACCCGACAG

CCTGTTCCGA

GCGCTTTCTC

CTGGGCTGTG

CGTCTTGAGT

AGGATTAGCA

TACGGCTACA

GGAAAAAGAG

TTTGTTTGCA

9 35

9 369
CGGTAATACG GTTATCCACA 780

42

9

GCCAGCAAAA GGCCAGGAAC 840

GCCCCCCTGA

GACTATAAAG

CCCTGCCGCT

ATAGCTCACG

TGCACGAACC

CCAACCCGGT

GAGCGAGGTA

CTAGAAGGAC

TTGGTAGCTC

AGCAGCAGAT

48
CGAGCATCAC

ATACCAGGCG

TACCGGATAC

CTGTAGGTAT

CCCCGTTCAG

AAGACACGAC

TGTAGGCGGT

AGTATTTGGT

TTGATCCGGC

TACGCGCAGA

9
900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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AAAAAAGGAT

GAAAACTCAC

CTTTTAAATT

GACAGTTACC

TCCATAGTTG

GGCCCCAGTG

ATAAACCAGC

ATCCAGTCTA

CGCAACGTTG

TCATTCAGCT

AAAGCGGTTA

TCACTCATGG

TTTTCTGTGA

AGTTGCTCTT

GTGCTCATCA

AGATCCAGTT

ACCAGCGTTT

GCGACACGGA

CAGGGTTATT

GGGGTTCCGC

ATGACATTAA

CTCAAGAAGA

GTTAAGGGAT

AAAAATGAAG

AATGCTTAAT

CCTGACTCCC

CTGCAATGAT

CAGCCGGAAG

TTAATTGTTG

TTGCCATTGC

CCGGTTCCCA

GCTCCTTCGG

TTATGGCAGC

CTGGTGAGTA

GCCCGGCGTC

TTGGAAAACG

CGATGTAACC

CTGGGTGAGC

AATGTTGAAT

GTCTCATGAG

GCACATTTCC

CCTATAAAAA

TCCTTTGATC

TTTGGTCATG

TTTTAAATCA

CAGTGAGGCA

CGTCGTGTAG

ACCGCGAGAC

GGCCGAGCGC

CCGGGAAGCT

TACAGGCATC

ACGATCAAGG

TCCTCCGATC

ACTGCATAAT

CTCAACCAAG

AATACGGGAT

TTCTTCGGGG

CACTCGTGCA

AAAAACAGGA

ACTCATACTC

CGGATACATA

CCGAAAAGTG

TAGGCGTATC

TTTTCTACGG

AGATTATCAA

ATCTAAAGTA

CCTATCTCAG

ATAACTACGA

CCACGCTCAC

AGAAGTGGTC

AGAGTAAGTA

GTGGTGTCAC

CGAGTTACAT

GTTGTCAGAA

TCTCTTACTG

TCATTCTGAG

AATACCGCGC

CGAAAACTCT

CCCAACTGAT

AGGCAAAATG

TTCCTTTTTC

TTTGAATGTA

CCACCTGACG

ACGAGGCCCT

GGTCTGACGC

AAAGGATCTT

TATATGAGTA

CGATCTGTCT

TACGGGAGGG

CGGCTCCAGA

CTGCAACTTT

GTTCGCCAGT

GCTCGTCGTT

GATCCCCCAT

GTAAGTTGGC

TCATGCCATC

AATAGTGTAT

CACATAGCAG

CAAGGATCTT

CTTCAGCATC

CCGCAAAAAA

AATATTATTG

TTTAGAAAAA

TCTAAGAAAC

TTCGTC

Composicidn del iniciador 24 mer: ggecagggititcccagicacgac

] Contenido de G-C = 62.50%

TCAGTGGAAC

CACCTAGATC

AACTTGGTCT

ATTTCGTTCA

CTTACCATCT

TTTATCAGCA

ATCCGCCTCC

TAATAGTTTG

TGGTATGGCT

GTTGTGCAAA

CGCAGTGTTA

CGTAAGATGC

GCGGCGACCG

AACTTTAAAA

ACCGCTGTTG

TTTTACTTTC

GGGAATAAGG

AAGCATTTAT

TAAACAAATA

CATTATTATC

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2686
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ANEXO 4. PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL PLASMIDO pUC 18 A
MEDIANA ESCALA, ADAPTADO DE QUIAGEN (1997)

A. SEMBRADO DE LA BACTERIA TRANSFORMADA

- Se usa la la bacteria E. coli cepa E010.

- Preparar un preindculo repicando la bacteria de una placa petri (con agar LB +
Ampicilina) en 5 mL de Caldo LB y 5 uL de Ampicilina (100 mg/ul) e incubar a 37
°C/16-18 h. en constante agitacion, preferible con el tubo levemente inclinado.

- Enun tubo de 50 ml agregar 15 ml de Caldo LB y 20 uL de Ampicilina.

- Agregar el preindculo en el tubo, mezclar levemente e incubar a 37 °C/16-18 h. en
constante agitacion, preferible con el tubo levemente inclinado.

- Repicar la bacteria en una nueva placa petri con agar LB + Ampicilina e incubar a
37 °C/24 h.

B. EXTRACCION

- Mezclar uniformemente el cultivo bacteriano y repartir 1 ml en tubos eppendorf
esterilizados de 2 ml.

- Centrifugar a 14 000 rpm/10 min.

- Previamente mantener el buffer de resuspension o solucion P; (Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0; EDTA 10 mM) a temperatura ambiente.

- Mezclar la solucion P; con RNAsa (10 mg/ml) en las siguientes proporciones:

Medio de Cultivo Solucién Py RNAsa
(ml) (ml) (nl)
1.0 0.3 1.0
5.0 1.5 5.0
10.0 3.0 10.0
15.0 4.5 15.0
20.0 6.0 20.0
30.0 9.0 30.0
40.0 12.0 40.0
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Eliminar el sobrenadante suavemente y recuperar el pellet (células bacterianas).
Recentrifugar el sobrenadante si es necesario.

Agregar 0.3 ml de la mezcla de P, con RNAsa por cada 1 ml del caldo de cultivo y
resuspender hasta disolver el pellet.

Previamente entibiar el buffer de lisis o soluciéon P, (NaOH 200 mM, SDS 1%) a 37
°C.

Agregar 0,3 ml de solucién P, y mezclar muy suavemente

Incubar por espacio de 5 minutos exactos a temperatura ambiente.

Previamente enfriar el buffer de neutralizacion o solucion P; (Acetato de Potasio
3.0 M, pH 5.5) a —20 °C.

Agregar 0,3 ml de solucién P; a cada tubo y mezclar inmediatamente. Incubar en
hielo por 5 minutos.

Se debe esperar que el contenido presente una consistencia cremosa.

Centrifugar a 14 000 rpm/30 min.

Recuperar 500-600 ul del sobrenadante en tubos eppendorf esterilizados de 2 ml y
eliminar el pellet (restos celulares). Recentrifugar el sobrenadante si es necesario.
Agregar Isopropanol (a temperatura ambiente) en una proporcion de 0.7 respecto
al volumen de lo recuperado en el paso anterior.

Agitar levemente hasta homogenizar.

Incubar a —20 °C por 30’

Centrifugar a 14 000 rpm/30 min.

Eliminar el sobrenadante y con mucho cuidado recuperar el pellet (pequefio y
semitransparente).

Secar por 5 minutos en el nivel Medium del Speed Vac.

Lavar con 1 ml de Alcohol al 70 % (a temperatura ambiente)

Centrifugar a 14 000 rpm/20 min.

Secar por 5 minutos o en el nivel Medium del liofilizador Speed Vac.

Resuspender el pellet obtenido en agua libre de nucleasas. (40 ul en caso de

pellet grande y 20 ul en caso de pellet pequeiio)
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ANEXO 5. ESTIMACION DEL TAMANO DE LOS ALELOS SSR POR MEDIO DEL
SECUENCIAMIENTO DE PARTE DEL PLASMIDO pUC 18

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 G AT C 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

261.G

> —

230.T ———»|

255.C

249.C

225.A
21T ——

2127 213G

Figura 6. Polimorfismo del iniciador STM1052 (S084), revelado en gel de poliacrilamida

al 6%. Se muestra parte del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC).

Tabla 10. Registro de alelos encontrados al amplificar el iniciador STM1052 (S084) en un
grupo de papas nativas de la comunidad de Chahuaytire y de repatriadas por el CIP.

zlglglzlz|g|s|2|8 e 82|18 2|8|z]88 8|88

stmios2 | 8 |8 |8 |2 12|28 |B|E |25 |2|8|3|2\5|21312|2/812\8
(&}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 j12 f13 |14 J15 )16 |17 18 J 19 |20 | 21 | 22
S084.261.G 0 o;jojoj0y124,0f240,0,0jO0jO0)0 000 0O0O}O0OFf1]}0O
S084.255.C 0 1 1 1 170 1]0 110 1 11010 170 1100 1 10
S084.253.T 1 o,joj,o0o,0y,0yj0fjo04O0 00000 OO0 2T O}JO0O}O}1
S084.249.C 0 o,joj,o,0y,0yj0fo0f4o0 )0/ 0002 0O,]O0O 0O O0OO0O}O0O}O}O
S084.230.T 1 010 1 1 /0,00 1 110 1,0 1 1 1,007,070 10
S084.229.A 0 0 1 /01}0 1 1 11010 1,0 1,000 1 1,000 1
S084.225.A 0 o,jojo0oj,0y,0yj0fjo0f4O0 000021 0,00 O0OO0O}O0O}O}O
S084.221.T 1 010 1 /010 1 1,000 0fO0fO0}fO 1 1 1 1,00 1
S084.213.G 1 i1, 0fj0fO0O}jO OfOfO}JO]O})]O0O]O0O 0O/ O0OfJO0OfOJ0O0OJ0O]J0O}J12] 0O
S084.212.T 0 0O/01}O0 11010 110 1 110 1 1,0 11010 1 1]0]0




ANEXO 6. FENOTIPO MOLECULAR DE LOS 10 LOCI SSR EVALUADOS
EN GELES DE POLIACRILAMIDA AL 6%
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Figura 7. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM0019a (Zona a) y STM0019b

(Zona b), mostrando parte del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el

rango de los fragmentos registrados.

GATC

265.A >

," - . - L o — -  — . — o -—
—— s -

Figura 8. Polimorfismo hallado en el locus SSR STPoAc58 (S029), mostrando

parte del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los

fragmentos registrados.
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Figura 9. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM0037 (S042), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos

registrados.

130.G

Figura 10. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM0030 (S047), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos

registrados.

Figura 11. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM1104 (S081), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos

registrados.
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GATC

268.C

212.T

Figura 12. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM1052 (S084), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos

registrados.

GATC
196.T 3
130.G
Figura 13. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM1106 (S101), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos
registrados.
GATC

173.C

169.C

Figura 14. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM2013 (S104), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos
registrados.
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GATC

263.G

185.A

Figura 15. Polimorfismo hallado en el locus SSR STM2022 (S106), mostrando parte
del secuenciamiento del plasmido pUC 18 (GATC) y el rango de los fragmentos

registrados.
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ANEXO 7.

A.

PREPARACION DE REACTIVOS

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE ADN GENOMICO

1. EDTA 0.5M pH 8.0
Reactivos Cantidad
EDTA 186.19g
Hidroxido de Sodio (NaOH) 100 pastillas aprox.
H,O(d) c.s.p. 1L

Se empieza a disolver en 800 ml. de H,O(d) con las pastillas de NaOH
(9.5 g aprox.), agregar EDTA lentamente y llevar a pH 8.0. Enrazar a 1

L., volver a medir el pH. Esterilizar en autoclave.

2, Tris-HCI 1M pH 8.0
Tris Base* Disolver con H20(d) Volumen final
(9) (ml)
121149 800.0 1L
96.8 g 650.0 800.0 mi
60.5¢g 400.0 500.0 mi

Luego de enrazar al volumen deseado se vuelve a medir el pH y se
esteriliza en autoclave. *Sinénimos: Trizma base, Tris (hydroxymethyl)

aminomethane.

3. CTAB Buffer de Extracciéon 10% (CTAB 10X)
Reactivos [Final]
Cloruro de Sodio (NaCl) 1M 0.7M 205g. 4.09¢
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mM 20ml 4.0 ml
Tris-HCI 1M pH 8.0 100 mM 50ml  10.0 ml
CTAB 10.0% 504 1009
H.0(d) - 50.0 ml 100.0 mi

Iniciar la preparacion de la solucién con el 50% de H,O(d) del volumen
final deseado. EI CTAB se agrega cuando la solucién esta caliente (80
°C) y luego de haber agregado todos los demas componentes. Agregar
los componentes lentamente para evitar que se formen grumos. Evitar

que la solucion alcance punto de ebullicion. Esterilizar en autoclave.
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4. CTAB Buffer de Extraccion 2% (CTAB 2X) para extraccién a

pequeia escala

Reactivos [Final]

Cloruro de Sodio (NaCl) 1M 14 M 8.18¢g 81.81¢g
EDTA0.5MpH 8.0 20 mM 4.0 ml 40.0 ml
Tris-HCI 1M pH 8.0 100 mM 10.0 ml 100.0 ml

CTAB 2.0% 20g 20.0g
(PVP) 0.01 109 1009
H.0(d) c.s.p. - 100.0 ml 10L

El CTAB y el PVP se agregan lentamente para evitar que se formen
grumos, cuando la solucién esta caliente y luego de haber agregado
todos los componentes. Esperar que disuelva primero el CTAB y
después adicionar el PVP. Evitar que la solucién alcance punto de

ebullicion. Esterilizar en autoclave.

5. CTAB Buffer de Extraccion 2% (CTAB 2X) para extraccion a
mediana escala
Reactivos [Final]

CTAB 2.0% 2009
Cloruro de Sodio (NaCl) 1M 1.4 M 81.82¢g

{NaCl 5M en solucién} {1.4 M} {280.0 ml}
EDTA0.5MpH 8.0 25 mM 50.0 mi

Tris-HCI 1M pH 8.0 100 mM 100.0 ml
H20(d) c.s.p. - 1.0L

El CTAB se agrega cuando la solucion esta caliente y luego de haber
agregado todos los demas componentes. Ir agregando de a pocos para
evitar que se formen grumos. Evitar que la solucién alcance punto de

ebullicion. Esterilizar en autoclave.

6. T1oE+
Reactivos [Final]
Tris-HCI 1M pH 8.0 10 mM 4.0 ml 10.0 mi
EDTA 0.5 M pH 8.0 1mM 0.8 ml 20ml
H20(d) c.s.p. - 400.0 ml 1.0L

Esterilizar en autoclave.



B. PCR DE LOS MICROSATELITES

1. Tampén de Reacciéon 10X para SSR (Tampén BOB’s)
Reactivos [Final]
Tris Base* 1™ 1.211¢ 6.055 g
Sulfato de Amonio (NH4)>SO4 200 mM 0.264 g 1.32g
Cloruro de Magnesio MgCl,*6H2,0 25 mM 0.051¢g 0.255¢g
H20 (d) c.s.p. - 10.0 mli 50.0 ml

Llevar a pH 9.0 con Hidréxido de Sodio (NaOH) 1 N; si resulta con pH >

9.0, disminuir el pH con HCI concentrado. Dispensar en tubos Eppendorf

de 2 ml y esterilizar en autoclave.
*Sinénimos: Trizma base, Tris(hydroxymethyl)aminomethane.

2. Tampon para la preparacion de la ribonucleasa A (RNAsa)

Reactivos [Final]

Tris-HCI 1M pH 7.5 10 mM 50.0 pul

NaCl 5M 15 mM 15.0 ul

H20 (d) c.s.p. - 5.0 ml

Resuspender la enzima comercial (50 mg.) en el tampén y dispensar en

5 tubos Eppendorf equitativamente hasta alcanzar una concentracion de

10 mg/ml.
3. Tampén de Almacenamiento (SB) de la polimerasa Taq |
Reactivos [Final]
Tris HCI 1M pH 7.9 50 mM 100.0 ml
KCI 50 mM 759
EDTA 0.5MpH 8.0 0.1 mM 0.4 ml
DTT (Dithiothreitol) 1 mM 03g
PMSF (Fenil metil sulfonilo) 0.5 mM 029
Glicerol 50.0% 1.0L
H20 (d) c.s.p. - 20L

Disolver el PMSF en DMS (Dimethyl Sulfide) antes de usar.

81



C. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA Y POLIACRILAMIDA

4. TBE 10X
Reactivos [Final]
Tris Base* 890 mM 108.0 g 216.0g 432.09g
Acido Bérico 890 mM 55.0¢9 110.0g 220049
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mM 40.0 ml 80.0 ml 160.0 g
H20 (d) c.s.p. - 1.0L 20L 40L

Esterilizar en autoclave.

*Sindnimos: Trizma base, Tris(hydroxymethyl)aminomethane.

5. Tampon de carga para corrida en agarosa (SALB 10X)
Reactivos [Final] (10X)
Azul de bromofenol 0.15% (p/V) 75.0 mg 150.0 mg
Xilen cianol 0.15% (p/V) 75.0 mg 150.0 mg
Naranja G 0.20% (p/V) 100.0 mg 200.0 mg
Sucrosa 60.0% (p/V) 30.0¢g 60.0g
TBE 10X 0.5X 2.5ml 5.0 ml
Agua MiliQ c.s.p. - 50.0 mi 100.0 ml

Iniciar la dilucién de los colorantes con 10 ml de H,O (d) Milli Q.

6. Geles de Agarosa al 1%
Reactivos Molde chico Molde mediano  Molde grande
TBE 1X 30.0 ml 60.0 ml 250.0 ml
Agarosa 0.3g 06g 25¢g
Bromuro de etidio[10 mg/ml] 0.3 ul 0.6 ul 25l

Se corre con Buffer TBE 1X (tanque horizontal) en volumenes

apropiados
7. Solucién adherente (Bind)
Reactivos Cantidad
Etanol 96° 1.0 mi
Bind silano 7.0l
Acido acético 7.0 ul
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8.

Solucién repelente (Repel)

Reactivos Cantidad

Etanol 96° 1.0 ml

SIGMACOTE®  200.0 pl

Colorante de carga para geles de poliacrilamida (Dye stock)

Reactivos [Final]
Xilen cianol 50.0 mg 25¢g
Azul de bromofenol 50.0 mg 25¢g
H.0 (d) MilliQ _ 50.0 ml

c.s.p.

Tampén de carga para geles de poliacrilamida

10.
Cantidad

Reactivos

Formamida 48.0 ml

EDTA0.2M 2.5ml

Dye - stock 500.0 pl

El volumen final supera levemente los 50.0 ml. Preparar en tubos

conicos de 50 ml. y dispensarlos equitativamente en tubos de 2 ml.

1. Solucion Stock para geles de poliacrilamida al 6%
(premezcla)
Reactivos [Final]
TBE 10X 50.0% 50.0 mi 200.0 ml
Bis-acrilamida 3.0% 30g 120g
Acrilamida 60.0% 60.0g 2400¢
Urea 7™ 420.0¢ 1680.0 g
1.0L 40L

H,0 (d) Milli Q c.s.p

Iniciar la preparacion del stock con 60% del volumen final de H,O(d) Milli

Q. Agregar los componentes en el orden indicado.



12. Gel de poliacrilamida al 6%

Reactivos [Final]

Solucion stock de poliacrilamida 6% 60.0 ml
TEMED 33.0pl
330.0 ml

Persulfato de amonio al 10%

Marcador Fago Lambda (A) cortado con Pst |

13.
[Final]

Reactivos

11.27 pl

NFW

Buffer 10X React 2 1X 20.0 ul

100 U (2U /ug de A) 10.0 pl

Pst1 (10 U/ul)
158.73 ul

DNA del fago Lambda (0.315 pg/pl) 50 g

200.0 pul

Volumen final

Incubar 3 horas a 37 °C, agregar 250.0 pyl de NFW y repartir en 5 tubos
Eppendorf equitativamente. Adicionar 50 ul de SALB 10 X (azul de carga

para agarosa) antes de usar y homogenizar.

D. TINCION CON NITRATO DE PLATA

Solucidn de fijacion/ detencién
[Final]

1.
Reactivos

Acido acético glacial 100% 10.0 % 100.0 ml

10L

H20 (d) c.s.p.

Preparar la solucién en camara de flujo, usando mascarilla y guantes.

Mantener la solucion a 10 °C.

2, Solucién de tincién
Reactivos [Final]
Nitrato de plata 1.0 % 1049
0.037% 1.0 ml

Formaldehido comercial (37%)
1.0L

H20 (d) c.s.p.

Preparar la solucion en envase oscuro de vidrio y mantenerla a 10 °C
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3. Solucion reveladora

Reactivos
Carbonato de Sodio anhidro (Na2CO3) 18.0¢g
H20 (d) c.s.p. 600.0 ml

Mantener la solucién en congelamiento. Descongelar momentos antes
de usarla y adicionar 13.6 pl de tiosulfato de sodio y 900 pl de

formaldehido comercial (37%)
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