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Resumen

Con el objetivo de evaluar la diversidad genética de Solanum spp. del distrito de Chungui, La
Mar, Ayacucho, se colectaron 25 morfotipos de papas nativas los cuales fueron introducidos
y micropropagados en el medio de cultivo Murashigue Skoog (1962). La extraccion de ADN
se procedié utilizando el método CTAB modificado a partir de hojas de 3 semanas cultivo, se
logré buena calidad y cantidad de ADN para emplear el AFLP. La digestion enzimatica del
ADN se realiz6 utilizando EcoRI y Msel. Se emplearon tres combinaciones de primers AFLP
con tres nucleotidos selectivos, originandose un total de 85 bandas claramente diferenciables,
de las cuales 63 fueron polimorficas. La combinacion E37 — M50 fue la mas informativa ob-
teniendo un indice de contenido polimérfico de 0.43. La lectura de la presencia o ausencia
de bandas polimodrficas de los morfotipos evaluados empleando el coeficiente de similitud
Simple Matching y el analisis de agrupamiento segun el algoritmo UPGMA origin6 un dendo-
grama con un indice de correlacion cofenética de r= 0.7. El dendograma con un coeficiente
de similitud de 0.64 agrup6 a los morfotipos de papas nativas en 4 grupos genéticos y no se
encontré morfotipos duplicados a pesar de tener algunas caracteristicas morfolégicas muy
semejantes. Estos resultados demuestran el alto poder informativo de los marcadores AFLP
en el analisis de la diversidad genética de papas nativas.
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Abstract

Genetic diversity of 25 morphotypes of native potatoes Solanum spp. from Chungui (La Mar,
Ayacucho) were assess. Morphotypes collected were micropropagated in Murashigue Skoog
medium (1962). DNA extraction proceeded using the CTAB method modified from 3 weeks
leaves crop, good quality and quantity of DNA was able to use the AFLP. Enzymatic digestion
of the DNA was performed using EcoRI and Msel. Three combinations of AFLP primers with
three selective nucleotides were used, resulting in a total of 85 clearly discernable bands, of
which 63 were polymorphic. The combination E37 — M50 showed the most informative poly-
morphic index content of 0.43. The presence/absence of polymorphic bands was evaluated
using the Simple Matching coefficient similarity and clustering analysis using the UPGMA.
The dendrogram produced had a cophenetic correlation coefficient r= 0.7. At the level 0.64
of Simple Matching coefficient similarity, the dendrogram grouped the morphotypes of na-
tive potatoes in 4 genetic groups, it not found duplicated morphotypes, despite having some
morphotypes very similar. Our results would be showing the highly informative power of AFLP
markers for the analysis of genetic diversity of native potatoes.
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Introduccion

La mayor diversidad genética de Solanum tuberosum “papa’
silvestre y cultivada se encuentra principalmente en la zona
temperada y en las partes altas de los andes (Valverde 2007).
La papa es una planta perenne de la familia de las solandceas
(Struik 2007), se originé en los andes y fue introducida a la dieta
europea en el Siglo XVI (Rocha et al. 2010), es un cultivo muy
importante en todo el mundo y es esencial para la seguridad
alimentaria global. Se propaga generalmente por clonacién, es
altamente heterocigota y autotetraploide; es el cuarto alimento
cultivado en el mundo después del trigo, el arroz y el maiz (The
Potato Genome Consortium 2011, Maga 1994, Gilsenan et
al. 2010). En el afo 2007, mds 325 millones de toneladas de
papas se producian en todo el mundo y era consumida en todo
el planeta alrededor de 75 a 95 kg per capita al afio (Fontes
2005) y desde el punto de vista nutricional, constituye un
alimento altamente energético, debido a su alto contenido de
carbohidratos, vitaminas y minerales (FAO 2008), constituye
la base de la alimentacién del poblador peruano.

En el Banco de Germoplasma del Centro Internacional de la
Papa, se custodian mds de cinco mil variedades cultivadas de papa,
de las cuales aproximadamente 3500 son papas nativas provenien-
tes de nueve paises de América latina (CIP 2004). De éstas, casi
2000 son del Perti (Gémez etal. 2006). En Per, las papas nativas
cubren el 80% del drea papera total del pais (Castillo 2004).

El AFLP (Amplified fragment length polymorphism, polimor-
fismos en la longitud de los fragmentos amplificados) se ha
utilizado para estudiar variacién genética de cepas o especies
estrechamente relacionadas, principalmente de plantas, hongos,
y bacterias, realizando el mapeo genético de las poblaciones en
estudio. Ademds se ha utilizado para el andlisis de la diversidad
genética de papas en diferentes regiones del mundo (Fang et al.
2011, Akkale et al. 2010, Nunziata et al. 2010, Esfahani 2009,
Solano et al. 2007, Spooner et al.2005).

El presente trabajo pretende evaluar la diversidad genética de
las papas nativas del distrito de Chungui, mediante marcador
molecular AFLP.

Materiales y métodos

Material biolégico.- Las papas nativas utilizadas fueron
colectadas en la localidad de Sillaccasa - Unién Libertad de
Rumichaca (13°11°13.65”S; 73°37°28.42”W) a una altitud
promedio de 3660 m sobre el nivel del mar, en el distrito de
Chungui, provincia La Mar, departamento de Ayacucho. En
total se analizaron 25 morfotipos de papas nativas que fueron
sembrados en el vivero de la de la Universidad Nacional de San
Crist6bal de Huamanga utilizando para ello sustrato contenien-
do tierra agricola, tierra negra y arena en proporcién de 3:2:1
respectivamente. Se logrd introducir iz vitro los primeros brotes
de la planta para la micropropagacién utilizando el medio de
cultivo Murashigue y Skoog (1962).

Extraccién de ADN.- La extraccién de ADN se realizd
empleando el método CTAB (CIP 1997) modificado, para lo
cual se tomaron las hojas y tallos de las pldntulas jévenes 4 a 6
semanas del cultivo in vitro. La calidad y la cantidad de ADN
fue verificada por el método de electroforesis en geles de agarosa
al 1% (p/v), para la carga de las muestras al gel de agarosa se
empleé 1pL de ADN genémico el cual fue diluido con 9 pL
del colorante de carga SALB 1X. Como tampén de corrida se

utilizé TBE 1X obtenidos de la dilucién del TBE 10X. Para el
cdlculo de la concentracién de ADN de las muestras se compard
con la intensidad de la primera banda del estdndar del ADN
Lambda (A) digerida con la endonucleasa de restriccién Pstl de
una concentracion de 280 ng/uL. Las muestras de ADN fueron
diluidas en agua Milli Q libre de nucleasas hasta alcanzar una
concentracién de 50 ng/uL.

Técnica de AFLP

Digestién del ADN genémico.- 400 ng de ADN genémico
fueron digeridos enzimdticamente con 5U de EcoR! (Fermentas)
y con 1U de Msel (Invitrogen), 4 uL de buffer de restriccién
5X. La mezcla de reaccién se incubé a 37 °C toda la noche
para asegurar una digestién completa, transcurrido este tiempo
fue verificado el producto de la digestién empleando geles de
agarosa al 1% (p/v) observdndose un barrido del ADN, luego el
producto de la digestién se llevé a -20 °C para su conservacién
y posterior empleo.

Ligacién de adaptadores.- La ligacion de los adaptadores
se realizé con 2U de T4 ADN ligasa (Invitrogen), 50 pmol de
Msel adapter y 5 pmol del adapter EcoRl'y agua milli Q libre de
nucleasas, el mix asf preparado se incub6 a temperatura ambiente

(25 °C) toda la noche.

Reaccién de pre amplificacién (00/00).- La concentracién
final del mix para la amplificacién pre selectiva consistié de 5
uL de ADN digerido y ligado diluido (2:7) con buffer PCR 1X,
250 uM DNTP (Promega), 50 ng de EcoR[+0 (Invitro gen),
50 ng de Msel (Invitro gen), 1U de taq polimerasa (Promega)
y 1.5 mM de MgCl, (Promega), llevando al programa de ter-
mociclador consistente en 25 ciclos 1er ciclo (72 °C/2 min), 2°
ciclo (94 °C/4 min), 3° - 24° ciclo (94 °C/30 s, 56 °C/ 60 s),
y finalmente de 72 °C/5 min. La verificacién de la calidad del
proceso consistié en la observacién de los pre amplificados a
través de geles de agarosa al 1%(p/v), observandose la presencia
de un barrido mds corto a manera de una banda gruesa tenue.

Amplificacién selectiva (+3/+3).- Se emplearon combinacio-
nes de iniciadores: EcoRI +3 — ACT Msel +3 CAG (E38 — M49);
EcoRI +3 — ACA, Msel +3 — CAG (E35 — M49); EcoRI +3 —
ACG- Msel +3 — CAT (E37 — M50). Para ello se emple$ 0.75U
de Taq polymerasa Promega (SU/uL), 0.3mM de DNTPs, 100ng
de EcoRI+3 y 15ng de Msel +3. El producto de la amplificacién
selectiva se analizé mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% (p/v), a 80 voltios durante 15 a 20 minutos, para ello se
tomoé 4 pL del producto de la amplificacién selectiva con 6 pL
del colorante SALB1X, observdndose la presencia de banda.

Andlisis de agrupamiento.- El andlisis de agrupamiento se
realizé mediante el método de UPGMA o método de agrupa-
miento de pares no ponderados usando la media aritmética. El
cdlculo del indice de similicud, andlisis de agrupamiento y su
grado de correlacién fueron realizados con la ayuda del software
NTSYS-pc versién 2.10p (Applied Bioestatistic Inc., Setauket,
Nueva York, EE.UU)

Resultados y discusion

Uso de los marcadores moleculares AFLP en estudios de
diversidad genética.- El presente trabajo constituye el primer
estudio de diversidad genética de papas nativas usando mar-
cadores AFLP en las comunidades campesinas del distrito de
Chungui. Si bien, los marcadores morfolégicos permiten estudiar
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y diferenciar los cultivos de papa, los marcadores moleculares
pueden diferenciarlos con mayor exactitud (Onamu et al. 2012).

En el estudio evolutivo filogenético de papas realizado por
Raker y Sponner (2002), asi como también en el estudio de la
diversidad genética de papas nativas realizadas por Soto (2006),
ambos empleando marcadores moleculares microsatélites, no fue
posible diferenciar grupos homogéneos de especies y tampoco
hubo una buena diferenciacién por zona ni por ploidia, razén por
la cual Soto (20006) sugirié el empleo de marcadores moleculares
de tipo AFLPs para un estudio mds detallado.

El poder discriminatorio del empleo de marcadores mole-
culares AFLP reside en la generacién de un gran nimero de
bandas por cada combinacién de iniciadores, puesto que permite
amplificar muchas regiones del genoma de una especie como
menciona Vos etal. (1995). El estudio de la diversidad genética
mediante AFLE superan complicaciones de clasificacién median-
te caracteristicas fenotipicas, por el hecho que los marcadores
moleculares se basan directamente en el andlisis del ADN, los
cuales son de utilidad no sélo en la caracterizacion de genotipos,
sino también en estudios de similitud y distancia genética tal
como menciona Bonamico (2004). Aunque Koskinen (2004)

sefala la importancia del nimero de bandas para la confiabilidad
de los resultados en estudios de diversidad genética empleando
los marcadores moleculares.

En el presente estudio, empleando la combinaciones de 3
iniciadores se gener6 un total de 85 bandas claramente dife-
renciables, de las cuales 63 fueron polimérficas las mismas que
representan el 73.8%, estos resultados son similares a los obte-
nidos por Akkale et al. (2010). Sin embargo, la combinacién
de iniciadores E37 — M50 (Fig. 1) generd un total de 16 bandas
polimérficas en comparacién a las reportadas por Kim et al.
(1998) quienes encontaron 64 bandas polimérficas; esta dife-
rencia podria explicarse debido al gran nimero de especies con
diferentes ploidias, mds aun tratdndose de Solanum spp. com-
puesta por 8 especies con diferentes ploidias (CIP -FEDECCH
2006). De otro lado, no se descarta que la diferencia del ntimero
de bandas generadas por una misma combinacién de iniciadores
puedan variar de una poblacién a otra, asi como Griffits et al.
(2002) senalan que la composicién genética de la poblacién
estd relacionada con los procesos bdsicos, por lo tanto se debe
examinar los cambios en la composicién de la poblacién debidos
ala inmigracién de individuos procedentes de otras poblaciones.

Rev. peru. biol. 21(3): 277 - 282 (December 2014)
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Tabla 1. Numero y porcentaje de bandas polimérficas y monomérficas detectadas en los patrones AFLP para los morfotipos

de papas nativas.

Primers AFLP Bandas monomorficas % Bandas polimérficas % N° total de Bandas
E38 - M49 7 20.6 27 794 34
E35 - M49 8 27.5 20 725 28
E37 - M50 7 304 16 69.6 23
Total 22 63 85
Promedio 7 26.2 21 73.8 28.3

Indice de contenido polimérfico (PIC).- De la Tablas 1
y 2, la combinacién de iniciadores E37-M50 mostraron 23
bandas, de las cuales 69% fueron polimérficas y un valor de
PIC 0.43, la combinacién E35 — M49 generaron 28 bandas
de las cuales 72% fueron polimérficas y con un valor de PIC
de 0.38, la combinacién de iniciadores E38 — M49 generé 34
bandas de las cuales 79% fueron polimérficas con un valor de
PIC de 0.3, por lo tanto, la combinacién E37 — M50 demostr6
ser mds informativo para detectar la variabilidad presente en los
morfotipos analizados de papas nativas del distrito de Chungui.
Los valores de PIC encontrado no tienen relacién con el nimero
de bandas encontrado por Esfahani et al. (2009), en contraste
con lo encontrado por Bonamico et al. (2004) y Alagén y Rosas
(2008), quienes mencionan que el aumento del valor de PIC es
proporcional al aumento del nimero de bandas polimérficas.

Anilisis de similitud entre la matriz bdsica de datos y
el dendograma mediante el coeficiente cofenético “r”.- La
eleccién del coeficiente de similitud es una parte crucial para la
estimacion del nivel de relacién entre los genotipos. Como se
puede apreciar en la Figura 2, el valor del coeficiente de correla-
cién cofenética “r” fue de 0.7; lo cual indica que el dendograma
asi obtenido presenta poca distorsién con respecto a los datos
de la matriz original, segtin Rohlf (1970) este valor de “t” co-
rresponde a un nivel de relacién adecuado.

Andlisis de agrupamiento de la diversidad genética.- Varios
investigaciones han reportado baja correlacién entre marcadores
morfolégicos y moleculares para varios cultivos (Karuri et al.
2010, Koehler-Santos et al. 2003, Ferriol et al. 2004). En nuestro
estudio, utilizando el AFLP logrd una alta correspondencia en
la identificacién de nombres locales por parte de los agricultores
conservacionistas de la comunidad de Chungui. Esta precisién
en la clasificacién nominal de papas nativas por los campesinos
conservacionistas también fue encontrada en la comunidad
de Chahuaytire, por Quiros et al. (1990), Zimmerer (1991) y
Rojas (2007).

Con un coeficiente de similitud de SM de 0.65 se obtuvo
cuatro grupos genéticos: grupo “A” (yana wana y puca alcarraz);
grupo “B” (ruyru mariva y puca avilla); grupo “C” (yuraq llipu-
cha, yuca papa, yuraq chasca, miperu, palta mariva, yuragmacu,

Tabla 2. Valores del indice de contenido polimérfico para cada
una de las combinaciones de iniciadores AFLP.

Iniciadores AFLP Indice de contenido Polimérfico (PIC)
E38 - M49 0.30
E35 - M49 0.38
E37 - M50 0.43

ruyru tumbay, puka tumbay, yuraq paula, tapina negra, ritipa
sisan, puka chasca, puca llipu, yuraqamapola, yuraq chasca,
yuraq alcarraz, yana caspa) y grupo “D” (allqa yuraq sisa, puca
uchuchaqui, yanapaula y azucena).

La similitud genética de los morfotipos de papas nativas
estuvieron entre 0.61 y 0.89, con una similitud media de 0.75,
lo cual representa a una mayor similitud genética a lo reportado
por Soto (2006), quien reporta una media de similitud genética
de 0.62, este mayor nivel de similitud se deberfa a que el estudio
de Soto (2006) hace referencia a papas nativas de diferentes
departamentos.

En la Tabla 3, los morfotipos yana wana, puca alcarraz del
grupo “A” y las accesiones ruyru mariva y puca avilla del grupo
“B” son de pulpa pigmentadas al 100% pero las accesiones del
grupo “C” no coinciden con esta relacion, en el grupo “C” se
encuentran papas pigmentadas y no pigmentadas, de igual ma-
nera no existe ninguna relacién con los otros caracteres descritos
en la caracterizacién morfolégica. Mediante el andlisis AFLP
se determiné que no existe duplicado, a pesar que pueden o
no presentar caracteres fenotipicos muy similares, puesto que
el genotipo pudiera estar enmascarado por el ambiente como

senala Griffiths et al. (2002).

Los marcadores moleculares no siempre pueden coincidir con
los caracteres morfoldgicos puesto que las enzimas de restriccién
empleadas para el andlisis AFLP no discriminan genes, las se-
cuencias de reconocimiento de Msel y EcoRI no necesariamente
pueden estar ubicadas en los genes, ademds las caracteristicas
morfoldgicas como la pigmentacién, la forma del cuerpo estdn
determinados por muchos genes que participan en complejas
rutas metabdlicas Griffiths (2002) este hecho es confirmado por
Solano (2007) quien en su estudio para determinar la relaciéon

Tabla 3. Distribucién en grupos genéticos de papas nativas
procedentes del distrito de Chungui, Ayacucho, utilizando
AFLP.

Grupo Nombres comunes de los morfotipos estudiados
A yana wafa y puca alcarraz
B ruyru mariva y puca avilla

yuraq llipucha, mi pert, yuraqmacu, yuca papa,
palta mariva, yana caspa, tapina negra, ritipa

C sisan, puka chasca, puka llipu, ruyru tumbay,
yuraq chasca,yuraq amapola, puka tumbay, yuraq
paula, yuraq chasca, yuraq alcarraz

allcca yuragq sisa, puka uchuchaqui, yana paula y
azucena

280

Rev. peru. biol. 21(3): 277 - 282 (Diciembre 2014)



CARACTERIZACION MOLECULAR DE PAPAS NATIVAS MEDIANTE AFLP

Diversidad genética de papas nativas del distrito de Chungui
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Figura 2. Dendograma de agrupamiento genético de las papas nativas, empleando el coeficiente de similitud de Simple Mat-

ching (SM). Coeficiente de correlacion cofenética: r = 0.7

existente entre los datos morfolégicos y los datos analizados
usando marcadores moleculares AFLP obtuvo un bajo nivel de
correlacién (r: —0.09).

El cultivo de las papas nativas presenta una alta diversidad
genética tanto en flores, como en tubérculos que varfan en inten-
sidad, combinaciones y tonalidades de colores. Esta diversidad
morfoldgica fue ratificada por el andlisis molecular de las 25
morfotipos estudiados, al respecto Gdmez y Roca (2008) men-
cionan que esta diversidad se debe en gran parte a que las papas
nativas crecen en condiciones agroecoldgicas muy particulares,
se suma también la cosmovision del agricultor de conservar y
sembrar la diversidad en diferentes pisos ecoldgicos. Esfahani et
al. (2009) menciona que la alta variacién genética de papas por
regiones tiene muchas causas, entre ellas su alta heterocigocidad
de especies tetraploides con un gran nimero de genes.

La Figura 2 nos muestra que a un coeficiente de similitud de
0.64 los morfotipos de papas nativas se dividieron en 4 grupos
genéticos (A, B, Cy D). Existen morfotipos con mayor similitud
genética (0.88) que corresponde a los morfotipos ruyru tumbay
y puca tumbay. Debido a esta gran variabilidad genética, las pa-
pas cultivadas son altamente heterocigotos: el cruzamiento atin
dentro de la misma variedad, produce una progenie altamente
variable. Por esta razdn, la pureza varietal solo podria mantenerse
por reproduccién asexual o vegetativa (Arce 2002).
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