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RESUMEN

La papa (Solanum sp.) y sus parientes silvestres pertenecen a la seccion Petota. La delimitacion de especies de
esta seccidn es complicada debido a varios niveles de ploidia, alta heterocigocidad y frecuente hibridacién
interespecifica; la diversidad genética de papa nativa en el entorno agroecolégico andino, es sujeto a procesos
dindmicos fundamentalmente entre la cultura tradicional campesina y el medio ambiente.

El propdsito, fue estudiar la diversidad genética de papas nativas cultivadas (Solanum sp.) a nivel molecular,
que preservan los agroecosistemas de tres comunidades de la Regién Huancavelica en Peru.

Se sembro 131 colectas; usando 12 marcadores moleculares microsatélites nucleares “SSR”, se registro: 116
alelos en 12 cromosomas, e identificd 51 haplotipos: 45 en Santa Cruz de Paccho Molinos, 20 en Chanquil, 16
en Huayanay con un 61.1 % de duplicados.

El anélisis de Varianza Molecular muestra que el 99,3% de la variacién total se encuentra dentro de las
comunidades, y entre comunidades es 0.70 %, existe variacion genética en las colecciones de los agricultores;
el indice de fijacion (Fst = 0,07%) indicd la baja estructuracién genética, por tanto, existe individuo o
individuos diferentes dentro de cada comunidad.

Esta variacion genética, debe ser usada en programas de mejoramiento genético.

Palabras claves: Solanum, diversidad, genotipos, haplotipos, microsatélites.

ABSTRACT

The potato (Solanum sp.) and its wild relatives belong to the Petota section. Species delimitation of this section
is complicated due to various ploidy levels, high heterozygosity, and frequent interspecific hybridization; The
genetic diversity of native potatoes in the Andean agroecological environment is subject to dynamic processes
mainly between traditional peasant culture and the environment.

The purpose was to study the genetic diversity of cultivated native potatoes (Solanum sp.) at the molecular
level, which preserve the agroecosystems of three communities in the Huancavelica Region in Peru.

131 collections were planted; Using 12 nuclear microsatellite “SSR” molecular markers, 116 alleles were
recorded on 12 chromosomes, and 51 haplotypes were identified: 45 in Santa Cruz de Paccho Molinos, 20 in
Chanquil, 16 in Huayanay with 61.1% duplicates.

The Molecular Variance analysis shows that 99.3% of the total variation is found within communities, and
between communities it is 0.70%, there is genetic variation in farmers' collections; The fixation index (Fst =
0.07%) indicated low genetic structuring, therefore, there is a different individual or individuals within each
community.

This genetic variation must be used in genetic improvement programs.

Keywords: Solanum, diversity, genotypes, haplotypes, microsatellites.

1. INTRODUCCION

Si bien la papa es considerada como uno de los 52 Jorge Manuel Montalvo Otivo
alimentos mas importantes a nivel nacional y jorge.montalvo@unh.edu.pe
mundial, para promover su uso es necesario
analizarlos, ya que lo que no se conoce no se puede
utilizar (Sevilla & Holle, 2004). Ciertas variedades
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mejoradas liberadas en los Ultimos 70 afios
tuvieron una vida muy efimera; se han lanzado mas
de 70 nuevas variedades, de las cuales 2 0 3 han
sido exitosas; de esta larga lista, hay muchas
variedades, pese haber tenido un inicio muy
auspicioso, causando expectativa e interés de los
agricultores, tuvieron una vigencia breve por
mostrar una adaptacidn insatisfactoria a ciertas
condiciones ecoldgicas y susceptibilidad marcada
a una plaga (Mendoza, 2011). La Region
Huancavelica en Per( es portadora de una riqueza
incalculable de papas nativas y constituye fuente
de recurso fitogenético, para el mejoramiento
vegetal e ingenieria genética (CIP & FEDECH,
2006; De Haan, 2009; INEI, 2011). La diversidad
genética de papa nativa en el entorno
agroecolégico andino, es sujeto a procesos
dindmicos fundamentalmente entre la cultura
tradicional campesinay el medio ambiente. El 70%
de la produccion nacional rural de papa se ubica
entre los 2 800 hasta los 4 500 msnm, se realiza
bajo régimen de precipitacién pluvial, y es
afectado constantemente por extremos cambios
bidticos y abidticos causada por el cambio
climético (Tapia, 2003).

Por tanto, la (nica forma de obtener genes
cuantitativos 'y cualitativos de produccion,
resistencia y calidad, es de la agrobiodiversidad
autéctono andino; lugar donde existe mayor

2. MATERIAL Y METODOS

diversidad genética, preservan los recursos
fitogenéticos y cultivan en condiciones cambiantes
del clima (Tapia, 2003).

En Perd, con tanta diversidad genética (Sevilla &
Holle, 2004), no se tiene aln caracterizada la
diversidad por regiones y mucho menos por
comunidades; cada comunidad presenta un nimero
diferente de especies. Existen variedades de papa
nativa que todavia no estan caracterizadas,
inventariadas; no pertenecen a alguna coleccion de
bancos de germoplasma, mucho menos conocemos
el grado de parentesco “similaridad genética”,
entre ellas (Sevilla & Holle, 2004; De Vicente y
Fulton, 2004).

Es necesario cuantificar la diversidad genética de
papa nativa (Solanum sp.) que preservan los
agroecosistemas del Per( y usarlos en programas
de conservacion, mejora vegetal y seguridad
alimentaria (Tapia, 2003; Bernardo, 2015; Roca,
2015). La presente investigacién es parte de la
evaluacion de la diversidad genética de papa nativa
cultivada de la Region Huancavelica.

El propdsito fue estudiar la diversidad genética de
papas nativas cultivadas (Solanum sp.) a nivel
molecular, que preservan los agroecosistemas de
tres comunidades de la Region Huancavelica en
Perd.

La ubicacién geografica es de tres comunidades; donde se colecto e identifico a los custodios que conservan

alta diversidad de papa nativa.

Tabla 1. Ubicacion y nimero de colectas de papa nativa de la regién Huancavelica.

Regién Huancavelica

Provincia Distrito Comunidad altitud

Colectas,
instaladas

y
estudiadas

latitud longitud

Santa Cruz de
Paucara Paccho
Molinos

eqUWRQ0IY

Anta Huayanay

4050 m 12°41'11.74"S 74°41'01.17"O 58*

Rosario C.P. Chanquil 3792 m 12°45'44.46"S 74°39'08.95" O 24*
3906 m 12°48'17.80"S 74°39'58.77" O 22*

Fuente: elaboracidn propia.

* Se logré extraer ADN en todos los cultivares instalados, no se tuvo ninguna perdida de cultivo.

La metodologia de investigacion, se llevo a cabo
en tres fases: campo, laboratorio y gabinete.

a. Fase de campo:
Se sembr6: 8 tubérculos por colecta,
identificado con su nombre comin y separados
con tarwi.

b. Fase de laboratorio:
Para la extraccion de ADN se us6 el método
CTAB a pequefia escala (CIP, 2004): se peso
220 mg de muestra foliar en tubos ependor de
2 ml y se mezclé con el tampon CTAB al 2%,
mercaptoetanol, mas una esfera ceramica; la
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homogeneizacion se hizo en el Fastprep 5G.
Terminado el proceso, el ADN fue secado a
temperatura ambiente por 2 horas y se
resuspendi6é en 150 pl de tampén T10EL. La
digestion con ARNasa se realizd una vez que el
ADN estuvo completamente resuspendido en
T10E1; se agregé 3 pl de ARNasa a cada
muestra y se incub6 a 37 °C durante 1 hora y
media. EI ADN extraido se cargd en gel de
agarosa al 1% y se realiz6 la electroforesis a 90
voltios por 1 hora. Los geles se prepararon con
agarosa (al 1%, grado molecular) y tamp6n
TBE 1x. Se utilizaron moldes medianos con
capacidad para 2 peines de 20 pozos. Previo a
cargar las muestras al gel, se mezcl6 1.5 pl de
ADN con 10 pl del tinte (sab 1X: Gel red, 1:5),
la calidad del ADN se valoro por observacion
de las bandas (forma y grosor). La forma nos
indicd cuan integro estaba el ADN; bandas
difusas o presencia de un barrido indicé que el
ADN estaba degradado. El grosor indico
cudnto de ADN habia sido extraido,
comparandose con controles de peso conocido
100, 200, 400 pb. En aquellos casos donde se
observaron rastros difusos de ARN (smear), las
muestras se volvieron a digerir con ARNasa. El
ADN extraido se cuantificdé con el equipo
Epoch cargandose 2 pl del blanco (tampdn
T10E1) y 2 pl de muestra (con repeticion); la
absorbancia del espectrofotometro estuvo a
230, 260 y 280 nm, dandonos la concentracion
de la muestra en ng/ul; el software Gen5
registra los resultados del Epoch en un archivo
Excel. Se calculé el promedio de las 2
repeticiones y se dividio entre 3 (factor de
correccién) para determinar la concentracion
de las muestras. Las muestras se diluyeron con
agua libre de nucleasas hasta alcanzar una
concentracion de 5 ng/ul, volumen de 180 pl en
placas de PCR de 96 pocillos (CIP. 2004).

El método de amplificacion PCR se us6 12 de
los 24 marcadores micro satélites que
conforman el set de Identificacion Genética de
(CIP, 2004; Ghislain et al., 2004, 2009;
Ashkenazi et al., 2001). Se siguié los
programas de amplificacion estandarizados de
acuerdo a la temperatura éptima de unién de
cada iniciador a la region flanqueante del
microsatélite (Ghislain et al. 2004, 2006, 2009,
Spooner et al. 2007, De Haan et al. 2013). Se

. RESULTADOS

3.1. COLECCION DE PAPAS NATIVAS

repartié 5 pl de “Master Mix” en una placa para
PCR de 96 pocillos y se adicioné 5 pl de ADN
(concentracion de 5 ng/ul). Los procesos se
realizaron sobre hielo para evitar degradacion
del ADN y los reactivos sensibles al calor. Las
muestras de ADN de las papas nativas se
amplificaron en un volumen final de 10 pl
(CIP, 2004). Terminada la amplificacion, se
agregd 5 pl del tampon de carga Blue Stop
Solucioén a cada pocillo de la placa y se cubri6
con papel aluminio para que la luz no degrade
los fluoréforos, los cuales marcaron los
fragmentos amplificados. La deteccion se los
segmento de amplificados de ADN, se detectd
con el método de poliacrilamida 6%; urea 7M,
y una tincion con nitrato de plata (CIP 2004).
El software de andlisis SAGA GT registro los
alelos SSR; tom6 en cuenta aquellas bandas
gue mostraron una morfologia definida
(Ghislain et al., 2004, 2009). Se registraron los
datos de los diferentes alelos en una matriz
binaria: a los presentes se les asigno el valor de
1 y a los ausentes el valor de 0. Cuando las
muestras no presentaron amplificacion en SSR
dado, estas se consideraron como datos
perdidos y se asigno el valor 9 para todos los
alelos encontrados para ese SSR en las demés
muestras (Ghislain et al., 2004, 2009). Al final
el programa reportd tamafios de alelos de un
microsatélite encontrados por muestra. Este
reporte se transfirié a un archivo Excel para
generar la matriz de unos y ceros. A partir de
los resultados moleculares, se construy6 la
matriz basica de datos moleculares “MBDmo”
“doble estado”; se analizd su similitud y
construyé el dendograma, se calculd la matriz
cofenética y su correlacion en cada punto (test
Mantel) (Soto, 2006).

Fase de gabinete

El trabajo de gabinete fue realizado en las
instalaciones de la Universidad Nacional de
Huancavelica, julio del 2020 a marzo 2023. Se
utilizé, el paquete de software NTSYSpc 2.2
(Rohlf, 1998) para calcular la distancia
genética y construir el dendograma. También
se utilizo el software Arlequin 3.5.2.2, para
analizar estadisticamente el nimero de alelos,
la frecuencia de haplotipos y el andlisis de
varianza molecular (anélisis no paramétrico
AMOVA) (Gonzales, 2016).

Se colectd 131 cultivares de papa nativa en tres comunidades de la Region Huancavelica “Santa Cruz
de Paccho Molinos, Chanquil y Huayanay”, se instalo las colectas en cada comunidad (Tabla 1).

3.2. PERFIL GENETICO DISTINTIVO DE CADA CULTIVAR
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La correlacion en cada comunidad es alta, segun la matriz cofenética y de similaridad, que va de 90.0%

a 95.0%.

Tabla 2. Andlisis del Correlacion, t-test Mantel y diversidad molecular.

. correlacion: Mantel Haplotipos Genotipos N°deloci  media
Comunidad _ 7 ttest: p.val Colectas . . : A .
r= t= Unicos duplicados polimérfico heterocigotos

Santa Cruz de

Paccho 0.9 16.2 1 85 45 40 99 0.2111
Molinos

C. P Chanquil 0.93 6.22 1 24 20 4 80 0.262
Huayanay 0.95 11.66 1 22 16 6 58 0.33
Global 0.9 19.78 1 131 51 80 116* 0.2677

Fuente: elaboracién propia.

* Se detecto 116 loci, para fines de analisis molecular se consider6 como haplotipos.

No existio  distorsion de datos
moleculares en las tres comunidades, la
prueba Mantel confirma la correlacién de
los datos a un p valor de 1.

Los marcadores moleculares
microsatélites “SSR”, permiti6 un analisis
mas profundo de la estructura vy
variabilidad genética de papa nativa y
accedi6 identificar los haplotipos o perfil
genético distintivo de cada cultivar en
determinadas regiones del ADN y estas
ubicadas en los cromosomas (Figura 1,
tabla 4.).

Segun la tabla 2 y tabla 4, se identificé 51
haplotipos (cultivares Unicos): 45 en
Santa Cruz de Paccho Molinos, 20 en
Chanquil, 16 en Huayanay, con un 61.1 %
de duplicados (Tabla 2, tabla 4 y Figura
1); estos haplotipos indican la presencia o
ausencia de un determinado marcador
molecular SSR en las regiones del ADN,
ubicados en los cromosomas de Solanum
sp.

Por un lado; De Haan (2009) emple6 18
SSR polimdrficos para estudiar 989
accesiones en la zona norte, centro y sur
de la Region Huancavelica y encontré 406
cultivares Unicos (De Haan, 2009; De
Haan et al., 2013).

Por otro lado, Montalvo (2019),
caracteriz6 425 entradas de papa nativa
(Solanum sp.), con 12 SSR, en la zona
centro de la Region Huancavelica e
identifico 198 genotipos a un coeficiente
de similitud de 1 y 50.1% de duplicados.

3.3.

3.4.

La presente investigacion, identificé 51
haplotipos (cultivares Unicos), De Haan
(2009) que encontrd6 406 cultivares
Gnicos, Montalvo (2019) encontré 198
cultivares unicos; esta diferencia puede
explicarse por la cantidad de cultivares
que tienen estas comunidades, ubicacion,
urbanizacion, tamafio de la muestra,
distanciamiento de las investigaciones,
desplazamiento del cultivo, perdida de
estos cultivos o erosion genética.

IDENTIFICACION DE
HETEROCIGOTOS Y LOCI
POLIMORFICOS.

Los loci polimérficos en las tres

comunidades, va de 58 a 99 loci de los
116 identificados, es un indicativo de la
alta tasa de multi-locus encontrados en
cada microsatélite estudiado (tabla 2); la
figura 3, presentd la distribucion de
frecuencia en cada locus por comunidad y
en la comunidad de Santa Cruz de Paccho
Molinos, se tuvo la mayor presencia de
locus estudiados, en comparacion a las
otras dos.

Estructuracion y variacion genética
entre y dentro de las comunidades.

El Andlisis de la Varianza Molecular
“AMOVA?” (Tabla 3) permiti6 analizar la
estructuracién y variacion genética entre
y dentro de las comunidades. La mayor
variacion genética, estd dentro de las
comunidades 99.30 % y en menor grado
entre comunidades 0.70 %; por tanto,
existe variacion genética en las
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colecciones de los agricultores custodios existir especies diferentes dentro de las
de la Region Huancavelica, pudiendo comunidades.

Tabla 3. Anélisis de varianza molecular de provincias y zonas.

F.V GL SC CM  Componentes de  por ciento de
varianza variacion
Entre comunidades 2 25.557 0.010 0.07276 Va 0.70
Dentro de comunidades 128 1320.11 0.981 10.31333 Vb 99.30
Total 130 1345.66 10.386
Fixation Indices Vaand FST:
FST: 0.00701 P (rand. value > obs. value) = 0.15054
P (rand. value = obs. value) = 0.00000 P-value = 0.15054+-
0.01276
Fuente: elaboracion propia.
Seguln la Figura 3 y tabla 3; el indice de cada comunidad, que pertenezcan a
fijacion, Fst = 0.7 %, indic6 la baja diferentes especies o estén afectados por
estructuracién genética; por tanto, debe la deriva génica, mutacion o migracién.

haber un cultivar o cultivares dentro de

Tabla 4. Haplotipos identificados

Presencia de nucle6tidos de determinadas regiones del ADN que son identificadas por el SSR

STCPM001001000000011111111000001000001100000001000100010000000001000000000010000000001
1000000000010

0100000000001000100001000
STCPM002001000000011111111010000000010100000001000010010010000000010001000010000000001
11000000000101000100000101000010001000
STCPM003001000000011111111010000100011100000001000110000010000011000001000010010000000
10000000000000100000001100011000010000
STCPM004001000100011111111000001100011100000011000010011010000011000010000010000100000
10000000100011010000001100000010001100
STCPM005001000000011111111010000100011100000001000110000010000011000001000010010000000
10000000000000100000001100011000010000
STCPM006001000000011111111010100000000100000001000100011000000001010000010010000000001
00000000100100100000000100000010001000
STCPM007001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000010001000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM008001100000011111111000000100001100000001000110001010000001000010000000010100000
10000000100111100000001100000010001000
STCPM009001000001011111111000001100000100000001000000010010000001000000000001001000000
10000000000000100100000101000010000000
STCPM010001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000010001000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM011001000000011111111000001000001100000001000100010000000001000000000010000000001
10000000000100100000000001000100001000
STCPM013001001000011111111010100000110100000001011010001010000010000011000011000000000
10000000000100100100000101000010001000
STCPM014001000000011111111010001000000100000001000100010000000001010000010010001000000
10000000000100010000001101000010001000
STCPM015001010000011111111001000100010110000011000110010010000010010001010010000000000
10000010000100100000001101000010001000
STCPM017001000000000000000010100000010100010001000000010010000000010000010000010000001
01000000000000100100000100000001001000
STCPM018001000000011111111000001100010100000010010110011010000001000011000000010000000
10000000100001100100001001010000000100
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STCPM019001000001011111111010000100001000000001000000000010000001000000000010000100000
10000000000000100000000101000100001000
STCPM020001000001011111111010000100001000000001000000000010000001000000000010000100000
10000000000000100000000101000100001000
STCPM021001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000000000000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM023001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000010001000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM024001000100011111111000001100011100000011000010011010000011000010000010000100000
10000000100011010100001100000010001100
STCPM025001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000010001000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM026001000001011111111010001100011000001001000000010010000001000000000011010000000
10000000000000100000000101000010001000
STCPM027001001100111111111000101100110100001011000010010010000011010010000010000110000
10000000000101010100001100000010001000
STCPM028001000001011111111000001100000100000001000000010010000001000000000001001000000
10000000000000100100000101000010000000
STCPM029001000000011111111010100000011100000011000010001010000001010010000010001000000
10000100100100000100000101000010001000
STCPM030001000010011111111000100000011100000010000111010010000001001010000000011000001
00000100100110100000000101000010011000
STCPM032001100000011111111000000100010000000000000010010010000001000010010010000000000
00000100000100000100000100000011000000
STCPM033001000000011111111010100000000100000001000100011000000001010000010010000000001
00000000100100100000000100000010001000

Figura 1. Dendograma molecular de Santa Crtuz de Paccho Molinos , Chanquil y Huyanay.
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Frecuencia de Heterocigotos
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4. DISCUSION

Los 51 haplotipos (cultivos Unicos) identificados
de los 131 cultivos estudiados, pueden ayudar a
resolver problemas actuales de identificacion de la
misma variedad a la que se le asignan diferentes
nombres o diferentes variedades bajo el mismo
nombre (es decir, sinonimia y homonimia); en los
bancos de germoplasma mejorarian la eficiencia y
precision de la identificacion de variedades,
proporcionando una base teérica para la futura
identificacion, protecciéon y mejoramiento de los
recursos fitogenéticas; por lo tanto se concuerda
con Ouni et. al (2020), Kularb et al, (2022).

Por otro lado, la diferencia de esta investigacion
con De Haan (2006, 2009), De Haan et al. (2013)
y Montalvo (2019) es por el nimero de cultivares
y por la amplitud de comunidades estudiadas.

Se concuerda, la apreciaciéon de tres especies
identificadas en la Regién de Huancavelica,
identificadas por De Haan (2006, 2009), De Haan
et al. (2013) y Montalvo (2019) Gavrilenko et al.
(2013) y Ovchinnikova et al. (2011); por tanto, no
solo existe diversidad genética también existe
diversidad de especies.

La variacion genética de papa nativa cultivada, se
encontrd en las colectas de los agricultores
custodios, mas no entre comunidades ni distritos.
Los resultados obtenidos respaldan los hallazgos
por De Haan (2009), De Haan et al. (2013) y
Montalvo (2019), considerar que el departamento
de Huancavelica, existe mayor variacion dentro de

5. CONCLUSIONES

Esta investigacion, en general proporciona
orientacion cientifica para la identificacion,
conservacién, y utilizacion de los recursos
fitogenéticos de papa nativa en la Region
Huancavelica Per0.

Molecularmente se encontraron 51 haplotipos
“fingerprints” a un coeficiente de similitud de “1”:
45 en Santa Cruz de Paccho Molinos, 20 en
Chanquil, 16 en Huayanay con un 61.1 % de
duplicados, confirmandonos que la Region
Huancavelica es uno de los centros de mayor
conservaciéon de la diversidad genética de papa
nativa.

La mayor variacién genética en la Region
Huancavelica ocurrié dentro de las comunidades

los conservacionistas, que entre las comunidades
(Excoffier & Lischer, 2010; De vicente & Fulton,
2004).

Es oportuno y prioritario el andlisis molecular,
citogenético y morfolégicos, para apoyar la
reclasificacion de las papas cultivadas en cuatro
especies: (i) S. tuberosum, con dos grupos de
cultivares (grupo Andigenum de genotipos andinos
de tierras altas que contienen diploides, triploides
y tetraploides, y el grupo Chilotanum de
variedades locales tetraploides chilenas de tierras
bajas); (i) S. ajanhuiri (diploide); (iii) S.
juzepczukii (triploide); y (iv) S. curtilobum
(pentaploide); y poder reconfirmar lo propuesto
por Gavrilenko et al. (2013) y Ovchinnikova et al.
(2011).

El analisis de ADN es el método méas poderoso
(Ouni et. al 2020; Kularb et al, 2022), y el PCR con
marcadores microsatelites SSR ofrecen ventajas de
operacion simple, buen polimorfismo, bajo costo,
con alta especificidad y replicabilidad; lo que los
convierte en una herramienta adecuada para la
construccion de huellas genética. Las huellas
geneticas  ofrecen rica informacion  sobre
polimorfismos con un alto grado de especificidad
individual y estabilidad ambiental. Pueden ayudar
a identificar diferencias biologicas entre
individuos fenotipicamente similares, lo que la
convierte en una poderosa herramienta para
identificar especies, cepas, y es particularmente
adecuada para analizar los recursos fitogenéticos.

99.30 % y entre comunidades fue minima 0.70 %,
existe variacion genética en las colecciones de los
agricultores  custodios, existiendo  también
diversidad de especies.

El analisis molecular, indica la baja estructuracion
genética (indice de fijacién, Fst = 0.7 %), dando
indicios de la presencia de un cultivar o cultivares
distintos; por tanto, existe especies diferentes entre
comunidades en la Region de Huancavelica.

En estas tres comunidades, existe agricultores que
se conservan alta agrobiodiversidad de papas
nativas; 'y, cultivadas en sus entornos
agroecologicos. Informacion que debe ser usada en
programas de mejoramiento genético como
estratégica de seguridad alimentaria.
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