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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) determinar la estabilidad genética de 236
accesiones de olluco (Ullucus tuberosus Caldas), del banco de germoplasma conservado en
el Centro Internacional de la Papa (CIP) bajo condiciones ex situ, utilizando marcadores
moleculares AFLP y descriptores morfoldgicos de olluco; 2) verificar la identidad de las
accesiones, contrastando los resultados de estabilidad genotipica y fenotipica y 3) evaluar
la variabilidad genética del olluco. Los analisis de agrupamiento, indice de diversidad
genética, coordenadas principales y varianza molecular (AMOVA); determinaron la
estabilidad genética de 151 accesiones que representd el 64 por ciento del total de
accesiones estudiadas. El indice de correlacion (r =-0.23198) mostré una baja asociacion
entre las matrices de similitud morfolgica y molecular. El indice de Diversidad Genética
Nei fue 0.35, que indica una alta diversidad genética para la coleccién evaluada. Los
andlisis de agrupamiento, andlisis de coordenadas principales y AMOVA (indice de
fijacion, Fst= 0.11) mostraron una diferenciacion moderada entre las accesiones
procedentes del norte, centro y sur del PerQ, lo que significaria la existencia de variantes
exclusivas por regiones. El indice de Similitud de Jaccard asociado con la distancia
genética morfoldgica establecieron la presencia de 147 accesiones Unicas y cuatro
accesiones duplicadas. En conclusion estos resultados contribuiran a la implementacion de

nuevas estrategias de conservacion ex situ de germoplasma de olluco.

Palabras claves: Ullucus tuberosus, estabilidad genética, caracterizacion, descriptores
morfologicos, AFLP, diversidad genética, AMOVA.



ABSTRACT

The objectives of this study were: 1) Determining the genetic stability of 236 accessions of
olluco (Ullucus tuberosus Caldas), stored under ex situ conditions at genebank of the
International Potato Center (CIP), using molecular markers AFLP and morphological
descriptors of olluco, 2) Verifying the identity of the accessions, contrasting the results of
genotypic and phenotypic stability and 3) Evaluating the genetic diversity of olluco.
Cluster analysis, genetic diversity index, principal coordinates and molecular variance
(AMOVA); determined verification of the identity and genetic stability of 151 accessions
which represented the 64 per cent of the accessions studied. The correlation index (r = -
0.23198) showed a weak association between morphological and molecular arrays
similarity. The Genetic Diversity Index Nei was 0.35 that indicates a high genetic diversity
for the collection evaluated. The cluster analysis, principal coordinates analysis and
AMOVA (fixation index, Fst = 0.11) showed moderate differentiation among accessions
from northern, central and southern Peru, which would mean the existence of exclusive
variations by regions. Jaccard Similarity Index associated with morphological genetic
distance determined the presence of 147 unique accessions and four duplicate accessions.
In conclusion these results will contribute to the implementation of new strategies for ex

situ conservation of germplasm of olluco.

Key words: Ullucus tuberosus, genetic stability, characterization, morphological
descriptors, AFLP, genetic diversity, AMOVA.



l. INTRODUCCION

La region andina es cuna de un gran ndmero de cultivos alimenticios que fueron
domesticados por pueblos autoctonos hace miles de afios, mucho antes de la expansién de
la civilizacién Inca. Con el transcurso del tiempo, algunos de estos cultivos han adquirido
importancia global, como la papa; sin embargo, la mayoria son poco conocidos
internacionalmente. En los Ultimos afios los tubérculos altoandinos, han cobrado
importancia en los paises andinos; siendo el olluco después de la papa, el tubérculo méas
utilizado por los pobladores andinos, porque constituyen un componente de la base

bioldgica de la seguridad alimentaria y forma parte de su cultura (PROINPA, 2003).

El Per( es parte del genocentro andino donde se han originado y domesticado la
mayoria de variedades de olluco. En el CIP se mantiene una coleccién de recursos
genéticos de olluco, bajo los auspicios de la FAO, CIID, IBPGR, GTZ vy otras
organizaciones internacionales. Estos recursos se mantienen como colecciones ex situ
principalmente (en el campo, haciendo uso de las técnicas de cultivo de tejidos in vitro y
bajo crioconservacion) y conectado a componentes de conservacién en el campo del

agricultor.

La necesidad de estudiar los aspectos biolégicos y logisticos del establecimiento y
manejo de los bancos de germoplasma in vitro, fue reconocido a partir de 1980, por el
comité de conservacion in vitro del Consejo Internacional de Recursos Genéticos
Vegetales (IBPGR). En este tiempo se reconoci6 la importancia del uso de estas técnicas
para la conservacién de germoplasma, principalmente de aquellos cultivos, que no

pudieran almacenarse como semillas.

La conservacion in vitro de germoplasma ha tenido éxito con la utilizacion de
inhibidores de crecimiento de las plantas. Ademas, por requerir de espacio reducido y
proteccién de los materiales contra variaciones climatoldgicas y edafoldgicas, y contra el
ataque de plagas y enfermedades, que podrian afectar los materiales en el campo (Roca y

Mroginski 1991; Calva y Rios 1999; Peredo et al., 2008). Sin embargo, a consecuencia de



la continua multiplicacion clonal de las entradas en el banco in vitro, su mantenimiento
prolongado en condiciones artificiales (Modgil et al., 2005), podria poner en peligro la
integridad genética de los clones (Rani y Raina 2000; Pontaroli y Camadro 2005). La
produccién de mutaciones (Xena et al., 2000) o de variantes somaclonales, los cambios
epigenéticos o modificaciones heredables reversibles en la funcion de los genes que surgen
durante el desarrollo y la proliferacion celular y la ocurrencia de mezclas de material por
errores en su identificacion; son riesgos a tener en cuenta para monitorear, prevenir o

minimizar en los bancos in vitro.

La estabilidad genética de los materiales que se mantienen por periodos largos de
tiempo merece estudio y monitoreo, siendo necesario establecer los procedimientos para

maximizar la seguridad de la estabilidad genética de los materiales en el banco in vitro.

Es necesario también determinar la influencia de los componentes del medio de
cultivo como las hormonas, los inhibidores de crecimiento o los agentes osmoticos

utilizados en los medios de micropropagacion y conservacion in vitro.

Algunos cambios genéticos son facilmente detectados (Miller, 1935; Rosa, 1926),
sin embargo, en condiciones in vitro, existe la posibilidad de cambios que pueden provocar
variacion somaclonal, o alguna mutacion puntual. Estos cambios son estudiados y
monitoreados con el uso de descriptores morfoldgicos, bioquimicos y en los Gltimos afios,
el desarrollo de técnicas de genética molecular hace posible integrar al anélisis de la
estabilidad genética el uso de marcadores genéticos a nivel del ADN. Es por ello, que el
presente trabajo de investigacion estuvo encaminado a contribuir al conocimiento de la
diversidad genética, verificar la identidad genética, comprobar los genotipos duplicados y
determinar la estabilidad genética de las plantas de olluco recuperadas luego de su
conservacion in vitro usando una coleccidn representativa, mantenida en el banco de
germoplasma del CIP, aplicando diversas técnicas de caracterizacion y proponer el

establecimiento de protocolos de monitoreo sobre la estabilidad genética del germoplasma.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&langpair=en%7Ces&u=http://www.ejbiotechnology.info/content/vol10/issue1/full/12/index.html&rurl=translate.google.com.pe&usg=ALkJrhg3r8-keF2keJQQlkLlzl0U4DMTbw#14
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Hipdtesis:

Los Bancos de Germoplasma in vitro y en campo preservan las caracteristicas

fenotipicas y genotipicas del material en conservacion.

1.2

Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar la estabilidad genética de una coleccion representativa de accesiones
del banco de germoplasma de olluco conservado en el Centro Internacional de la

Papa bajo condiciones ex situ.

1.2.2 Objetivos especificos

Evaluar la variacion fenotipica, mediante el uso de descriptores morfoldgicos, y la
variacion molecular usando AFLP, de accesiones de olluco conservado ex situ.
Estimar la relacion entre el tiempo de conservaciéon in vitro y la estabilidad
genética.

Verificar la identidad genética en base a los resultados de estabilidad fenotipica y
molecular.

Evaluar la diversidad genética y morfologica de las accesiones de olluco con
estabilidad fenotipica y genotipica.

Determinacion de accesiones de olluco duplicados segun descriptores morfoldgicos

y moleculares.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo de olluco

El Olluco (Ullucus tuberosus Caldas), pertenece a la familia Basellaceae y consta
de 04 generos diferenciados morfoldgicamente (Robles, 1981); también se le conoce como
Ullucus tuberosus Loz, Ullucus kunthii Moq, Basella tuberosa HBK, Melloca tuberosa
Lindl, Melloca peruviana Lindl (Nacional Research Council, 1989); citado por Delgado
(1999) y Basella tuberosa Kunth, Melloca peruviana Moq, Ullucus tuberosus Moq
(Missouri Botanical Garden, 2008). EI género Ullucus comprende una sola especie, el
Ullucus tuberosus Caldas, y de acuerdo a Sperling (1987), tiene dos subespecies: Ullucus
tuberosus subsp. aborigineus, dentro de la cual estan incluidos todos los ollucos silvestres
(ANEXO 1) y Ullucus tuberosus subsp. tuberosus (Figura 1); siendo esta, domesticada,

cultivada y comestible.

El olluco es una planta herbacea anual, que alcanza 20 a 50 cm de altura, esta
formada por 3 a 6 tallos erectos y carnosos, a veces rastreros o semirastreros, las hojas son
gruesas Yy acorazonadas, suculentas y mucilaginosas, alternas de peciolos largos y de color
verde oscuro en el haz, mas claro en el envés y al final de su ciclo queda postrada
(Hernandez y Leo6n, 1992; Tapia et al., 1996). Las flores son pequefias, perfectas e
incompletas de color amarillento, tienen forma de estrella, con un perigonio de cinco
sépalos (Figura 1), muy rara vez forma frutos; la semilla tiene forma de pirdmide invertida,
con angulo muy prominente y superficie corrugada. Existe una gran variacion en forma y
tamafio, de los tubérculos (Figura 1), los hay pequefios, alargados hasta redondos del
tamafio de una papa, el color muestra una amplia variacion, con 12 estados que van desde
el blanco hasta el rojo (IPGRI/ CIP, 2003). Ademas de los colores predominantes, también
es comun encontrar un color secundario del tubérculo; los ojos son muy superficiales y sin
bracteas (Cardenas, 1989; Tapia, 1993). La forma y tamafio de los tubérculos puede ser
influenciado por el tipo de suelo, localidad y variedad, entre otros factores (Grau y Rea,
1997).
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Fuente: Arbizu (2004).

Fuente: L6pez et al. (2004).

Fuente: Arbizu (2004).

Figura 1: A. Caracteristicas morfoldgicas del olluco (Ullucus tuberosus) B. Formas de
la lamina: 1. Ovada, 2. Cordada, 3. Deltoide, 4. semi-reniforme. C. Variacion en la
forma de los tubérculos de olluco: 1. redondo, 2. cilindrico, 3. semi-falcado, 4. Retor-
cido. D. Planta de olluco en fase reproductiva. E, F. Flor de olluco con pétalos,

androceo y gineceo. Pétalos purpura rojizo.



2.2  Distribucion geogréafica y migracion a otros continentes

El olluco crece en los Andes de Sudamérica, desde los 9 °N en Venezuela hasta los
23 °S en Jujuy, Argentina, extendiéndose incluso hasta Chile (Leon, 1964; Briicher, 1967;
King, 1988); en un rango altitudinal que alcanza los 4,000 m (Tapia y Arbizu, 1991); sin
embargo la mayor produccion se obtiene entre los 3,600 y 3,800 m en lugares algo
protegidos de las bajas temperaturas. En el PerQ se cultiva en 18 de los 24 departamentos,
los lugares de produccion que mas destacan son: Cusco, Cajamarca, Ayacucho, Puno,
Apurimac, y Junin, (SIEA, 2012).

El lugar de origen del olluco, ain no esta definido. Herrera, citado por Ledn (1994)
indica que se han observado plantas consideradas como silvestres en Peru (departamento
del Cusco) y Bolivia. También cita a Bukasov quien cree que los tipos colombianos son los
mas primitivos. Por otro lado, King (1986) indica que el olluco esta entre las plantas
domesticadas en los Andes, alrededor de 5,500 A.C. De acuerdo a estas consideraciones, se
puede afirmar que seria la Zona Andina el lugar de origen y domesticacion del olluco
(Vimos et al., 1997).

En 1948 el olluco migr6é a Europa, después de la escasez de papa, como cultivo
alternativo potencial (King, 1988); pero de acuerdo a Rousi et al. (1989), se perdid el
interés en el cultivo por sus bajos rendimientos. Hasta la fecha, ninguna variedad de olluco
ha sido introducida en América del Norte, para la produccion de tubérculos en condiciones
naturales de campo. Actualmente, se cultiva en todos los paises andinos, desde Argentina
hasta Venezuela, y en muchos paises como Finlandia, Francia y Nueva Zelanda (Avalos,
2008).

2.3 NUmero cromosomico

El nimero basico de cromosomas en el olluco es x=12 (Darlington y Wylie, 1955;
Gandarillas y Luizaga, 1967; Lescano, 1985; Rousi et al., 1989; Larkka, 1991; Larkka et
al., 1992). Segun Larkka (1992) y Méndez (1995), los ollucos silvestres (Ullucus tuberosus
subsp. aborigineus) son triploides (2n=3x=36); mientras que en los cultivados (Ullucus
tuberosus subsp. tuberosus), alrededor de 96 % de los cultivares son diploides (2n=2x=24),

3 % triploides (2n=3x=36) y 1 % tetraploides (2n=4x=48). El olluco como cultivo clonal
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puede exhibir una considerable diversidad en el ndmero cromosémico. Ademas otro
aspecto a ser considerado son las alteraciones en el curso del ciclo celular, particularmente
ciclos incompletos, con una notable incidencia de ciclos irregulares que podrian
condicionar en esta especie la diversidad de reportes para el nidmero cromosémico y
constituir uno de sus probables mecanismos de poliploidizacion (Talledo y Escobar, 1996).
Aunque el olluco, con muy poca frecuencia, produce semilla en los Andes, la existencia de
los niveles de ploidia indicados sugieren que en el pasado la planta tuvo reproduccién
sexual. Fuerzas de seleccion bidticas y abioticas de los Andes, unidas a factores culturales
y seleccion estética practicada por el agricultor andino a través de miles de afios sobre
plantas del género Ullucus, han dado como resultado una gran variacion morfoldgica y
reacciones diversas a plagas y enfermedades del conjunto de ollucos cultivados (Arbizu,
2004).

2.4 Importancia del cultivo de olluco

En la zona altoandina se originaron plantas, que luego de un largo y complejo
proceso de domesticacion y dispersion, sirvieron como fuente alimentaria a los antiguos
pobladores de estas zonas y que actualmente constituyen la fuente de alimentacion del
poblador rural andino (Valladolid et al., 1982). El olluco es un cultivo de gran importancia
social y econdmica de la region altoandina (King, 1988), por lo que, es el cultivo tuberifero
que mas se produce y consume después de la papa en todo los paises andinos (Leon, 1964;
Cardenas, 1969; Pietila y Tapia, 1991).

Por su rusticidad, el olluco se adapta a condiciones de frios extremos y sequias,
propios de las altas montafias (Acosta-Solis, 1980; Pietila, 1988), produce altos
rendimientos en suelos marginales (Salis, 1986; National Research Council, 1989). En el
Per0 se cultiva anualmente alrededor de 26,000 ha de olluco con un rendimiento promedio
de 6 a 7 txha™ en condiciones tradicionales (SIEA, 2012).

El olluco, junto con los demas tubérculos andinos constituye fuente de calorias y
proteinas para cerca de 9 millones de personas que viven entre 2500 a 4000 m (Tapia,
1982). Segun Hermann y Heller (1997) el olluco tiene 30 millones de consumidores en el
area andina. Presenta una variedad de usos culinarios, siendo consumido tanto en fresco

(hervidos) como deshidratado (lingli, shilgui), en sopas y harinas (Leon, 1964; Rea, 1977,
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National Research Council, 1989). Las hojas pueden consumirse como espinaca (Bukasov,
1985). Las hojas son ocasionalmente consumidas en Peri y Colombia en forma de

ensaladas (National Research Council, 1989).

El examen bromatoldgico en base al peso seco para el olluco revela un alto
contenido de carbohidratos que fluctia entre 73.5 y 84.2%, con presencia de un buen
contenido de azucares libres digestibles como fructosa, glucosa y sucrosa, y un 69.8% de
almidon (King y Gershoff, 1987; King, 1988; Gross et al., 1989; Repo y Kameko, 2004.);
las hojas por otro lado pueden contener hasta 12% de proteina en peso seco (National
Research Council, 1989), incluidos seis de los ocho aminoéacidos esenciales en la dieta
humana (Lescano, 1994; Barrera et al.,, 2004). Finalmente, los tubérculos del olluco
presentan gran cantidad de vitamina C (hasta 26 mg/ 100 gr de peso fresco) (Bricher,
1989; National Research Council, 1989; Espin et al., 2004), complementandose con
minerales como fésforo, calcio y hierro (Cortés, 1985).

2.5  Conservacion de recursos fitogenéticos

La conservacion de los recursos fitogenéticos ha adquirido relevancia en las ultimas
décadas, no solo por la erosion que conlleva a la pérdida o disminucion de la diversidad
genética, sino también por el valor potencial que poseen estos recursos y su produccion
sostenible. En los ultimos afios los tubérculos altoandinos: oca, olluco y mashua, han
cobrado importancia en los paises de Bolivia, Perl, Ecuador y Colombia, porque
constituyen la base bioldgica de la seguridad alimentaria del poblador andino de estos
paises, por su gran variabilidad genética, potencial de cultivo y como alternativas de
rotacion. Sin embargo, en las ultimas décadas estos cultivos corren el riesgo de sufrir
erosién genética, por muchos factores como: los cambios en los habitos de consumo de la
poblacion rural y urbana, sustitucion de variedades nativas tradicionales por variedades
nativas comerciales debido a la influencia del mercado, falta de promocién para su

utilizacion en otros rubros como la industria, entre otros.

La proteccion de la diversidad genética de cualquier especie es un mandato
mundial, por ello muchas instituciones en todos los paises estan contribuyendo con ese
objetivo. En el caso de las raices y tubérculos, los paises altoandinos (Peru, Ecuador y

Bolivia) han unido esfuerzos a través del Programa Colaborativo de Biodiversidad de
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Raices y Tubérculos Andinos (PBRTA) para rescatar estos recursos genéticos,

conservarlos, evaluarlos y determinar sus usos.

La conservacion de la mayoria de las plantas cultivadas puede ocurrir in situ (en su
habitad natural) o ex situ (fuera de su habitat natural) (UNCED, 1992).

Los métodos de conservacion in situ presentan altos costos, requieren un
considerable espacio y es de dificil aplicacion debido a que las especies pueden perderse
por factores bidticos y abidticos. Se clasifican en: parques nacionales y reservas naturales.
Por otro lado, los métodos de conservacion ex situ, también presentan altos costos; sin
embargo, tienen la ventaja de ofrecer un control directo sobre el material a conservar, pero
presentan la desventaja del cese de la seleccion natural y la posible pérdida de variabilidad
genética durante la recoleccion y /o multiplicacion. Estos se clasifican en: bancos de

semillas, colecciones de campo, bancos de cultivo in vitro y bajo crioconservacion.

La conservacién en bancos de semillas es la forma indicada para la mayoria de las
especies cuyas semillas resisten la desecacion y pueden ser almacenadas a bajas
temperaturas sin alterar su viabilidad. Las semillas que presentan estas caracteristicas se
denominan ortodoxas (Engelmann, 1997); en ciertos casos esta metodologia no es
conveniente, ya sea porque la especie no produce semillas o presentan semillas
recalcitrantes (Engelmann, 1997, 2002). Es uno de los métodos mas generalizados y
eficaces ya que posibilitan el almacenamiento de una gran variabilidad genética de modo
practico y econdémico ademas de ser una forma conveniente para la distribucién e
intercambio de germoplasma. En numerosos cultivos de importancia econdémica la
conservacion por medio de semillas no es apropiada debido a problemas de infertilidad,
poca viabilidad, alta segregacion genética, polinizacion cruzada, alta heterocigosis o
propagacion vegetativa. En este caso las colecciones de campo son adecuadas; no obstante,
los problemas asociados a este tipo de colecciones se basan fundamentalmente en que no
s6lo se requiere espacio y tiempo para su mantenimiento sino que estan expuestas a todo
tipo de desastres naturales pudiendo ocasionar pérdidas de material. Ademas, la
distribucion e intercambio de germoplasma en esta forma es dificil debido a la naturaleza

vegetativa del material y al riesgo que implica la transferencia de enfermedades.



Los métodos de conservaciéon in vitro son importantes para especies que se
propagan en forma agémica, que poseen genotipos altamente heterocigotas como asi
también para especies que producen semillas recalcitrantes. Por ende, constituyen
complementos importantes para los bancos de semillas y las colecciones en campo. Si bien
este método ofrece la posibilidad de conservar germoplasma a corto y mediano plazo, en
un espacio mas reducido y a menor costo, en relacion con las colecciones en campo, existe
el riesgo de pérdida de las entradas por contaminacion accidental, error humano y /o por

variacion somaclonal y los costos de las labores por mantenimiento son altos.

La crioconservacion, o almacenamiento de material biolégico a temperatura de
nitrégeno liquido (-196°C), es una técnica actualmente disponible que asegura la
conservacion a largo plazo del germoplasma vegetal (Engelmann, 2004). A esta
temperatura, las divisiones celulares y los procesos metabdlicos se encuentran detenidos,
por lo que el material vegetal puede ser almacenado sin alteracién o modificacién por un
periodo de tiempo tedricamente ilimitado (Gonzalez-Arnao y Engelmann, 2006). Mas aun,
el material crioconservado requiere un minimo mantenimiento, un espacio reducido y no
existen riesgos de contaminaciones (Sakai, 1995, 1997; Gonzalez-Arnao y Engelmann,
2006).

Todo el sistema aminora los riesgos de pérdida del germoplasma, porque cada
método (bancos de semillas, colecciones en campo, cultivo in vitro), se complementa con
el otro, de tal forma de que si se perdiera una accesion por cualquier razén, con uno de los
componentes mencionados, es posible recuperarlo con el otro (Ugarte y Villarroel, 1999;
Ugarte et al., 2001). Se debe considerar el hecho de que los requerimientos para una
conservacién optima varian entre las especies, asi como también lo hacen la infraestructura
disponible y los recursos humanos; es importante considerar todos estos aspectos en
conjunto con los recursos socio-economicos con el fin de decidir como optimizar estos

parametros para la estrategia de conservacion en cuestion.

En el CIP, la conservacion ex situ del germoplasma de olluco se realiza en

condiciones in vitro y en campo.
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2.6 Conservacion in vitro

La conservacion in vitro es el respaldo en seguridad de las colecciones en campo y
el proceso en el cual se liberan las accesiones de sus enfermedades y se re-juveniliza la
semilla para llevarla nuevamente a campo. Esta conservacion implica un proceso de
introduccion, limpieza de patogenos (mediante termoterapia o cultivo de meristemas,

previo un diagnostico) y conservacion propiamente dicha.

El potencial de los métodos de cultivo in vitro para la conservacion de recursos
genéticos de las especies propagadas vegetativamente, fue reconocido a fines de 1970.
Diez afios més tarde el Consejo Internacional de Recursos Genéticos Vegetales (IBPGR)
crea una comision encargada de todos los aspectos relacionados a la conservaciéon de
recursos genéticos vegetales. Esta comision plante6 una serie de acciones relevantes a la
conservacion in vitro, identificando las especies que requieren una atencion prioritaria para
su conservacion in vitro y determinando las areas criticas de investigacion se encuentran:
la estabilidad genética de los materiales, la necesidad de determinar parametros para la
caracterizacion de material que ingrese a conservacion in vitro, la necesidad de conocer las
técnicas de indexacion de patégenos a nivel de material in vitro, la necesidad de un
eficiente mantenimiento y distribucion de una coleccién in vitro, asi como un eficiente

sistema de documentacion y manejo de datos para este fin.

Whithers (1988), planteo dos tipos de bancos de germoplasma in vitro: el banco de
germoplasma activo (IVGA), donde los cultivos son mantenidos bajo crecimiento lento; y

el banco de germoplasma base (IVBG) donde los cultivos son criopreservados.

El mantenimiento in vitro de grandes colecciones de germoplasma requiere de un
adecuado manejo a partir del ingreso del material al banco (introduccion in vitro), hasta su
mantenimiento por periodos largos de tiempo. Es necesario estandarizar los procesos de
micropropagacion, los medios de conservacion y las evaluaciones que deben realizarse

durante el periodo de mantenimiento.

Mantener la fidelidad genética de las entradas conservadas en un banco de
germoplasma, es uno de los requerimientos necesarios a cumplir en este tipo de trabajo. En

algunos cultivos de propagacion clonal como camote, se han reportado problemas de
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estabilidad genética en colecciones mantenidas en el campo, debido principalmente a
mutaciones somaticas (Miller, 1935; Rosa, 1926; Hernandez y Miller, 1964; Clark y
Moyer, 1988). Estos reportes indican que ciertos loci en el genoma de camote son menos
estables que otros y que hay una variacion considerable en la incidencia de variaciones
somaticas entre cultivares (Herndndez y Miller, 1964). Estos loci parecen estar regulando
principalmente la pigmentacion de la raiz (Hernandez y Miller, 1964; Clark y Moyer,
1988).

En papa, se ha determinado que la mayoria de las variedades ocasionalmente
producen plantas o tubérculos que presentan un tipo aberrante, demostrandose que muchos
de estos tipos aberrantes son quimeras periclinales. Esto se ha manifestado en la variedad
de papa “Gladstone” cuyos tubérculos normalmente son blancos con manchas rosadas,
habiéndose encontrado aberrantes que son totalmente pigmentados a excepcion de los 0jos
del tubérculo. Al parecer el factor genético que gobierna la pigmentacion se debe a la
dominancia de dos genes: el gen E que gobierna la pigmentacion y el gen M, que restringe

la formacidn de pigmentos en areas alrededor de los ojos (Howard, 1961).

La técnica de cultivo de tejidos aplicado al mantenimiento de los Bancos de
Germoplasma, es una alternativa utilizada a nivel mundial. Sin embargo, desde su
consecucion, se han reportado problemas de estabilidad genética luego del mantenimiento
del germoplasma in vitro (D’Amato, 1975; Larkin y Skowcroft, 1981; Karp y Bright,
1985). Estos problemas e inquietudes pueden ser considerados como un factor critico de

estudio en el uso de las técnicas in vitro a gran escala.

Debido a que ciertas mutaciones podrian ser dificiles de detectar, el uso de las
técnicas moleculares han ampliado la posibilidad de deteccion de cambio a nivel de
secuencias del ADN y en facilitar el analisis de estabilidad genética (Landsmann y Uhrig,
1985; Potter y Jones, 1991; Al-Zahim et al., 1999; Piola et al., 1999; Borner et al., 2000).

2.7 Estabilidad Genética

La variabilidad genética es una caracteristica que puede ocurrir en las células
vegetales que han sido sometidas a un protocolo de cultivo de tejidos. Esta variabilidad

geneética podria ser pre-existente en las células de la planta donante o se puede originar en
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el proceso de cultivo, principalmente en la fase de callo (Singsit y Akings, 1993). Ambos

podrian, aunque no siempre, influir en la estabilidad genética de las plantas regeneradas.

Muy pocos son los trabajos realizados para determinar los cambios genéticos que
ocurren en el cultivo de tejidos. Se ha responsabilizado de estos cambios al estrés causado
por el proceso mismo de cultivo de tejidos, lo cual podria a su vez producir alteraciones de
los patrones de metilacion del ADN (Brown, 1989; Kaeppler y Philips, 1993).

Mueller et al. (1990), determinaron alta frecuencia de metilaciones en plantas
regeneradas de arroz a partir de callos. Quemeda et al. (1987), determinaron cambios en la
metilacién de ADN en plantas de soya provenientes de cultivo de células en suspension,

utilizando una enzima de restriccion que reconoce la metilacion del ADN.

Brown et al. (1991), reportaron altos niveles de variacion genotipica entre plantas
regeneradas de maiz y sus progenies en comparacion a semillas control. Se utilizaron
callos mantenidos en diferentes medios, de los cuales se regeneraron plantas. El analisis
molecular usando RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién), se
realiz6 en los regenerantes, al haber pasado las etapas de diferenciacion y organogeénesis,
mostraron mas similaridad genética con los controles; pero también se detectaron variantes

somaclonales con diferencias moleculares saltantes.

En papa, Harding (1994) usando RFLP, detecta cambios genéticos en materiales
conservados in vitro y criopreservados. Observé cambios a nivel de genes ribosomales
(rARN) a través de la variacion del patron de bandas con la misma sonda en comparacion
al genotipo control. Se atribuye dicho cambio a mutaciones y metilaciones en el ADN. Un
inconveniente de estos estudios es que el analisis se restringe a una porcion del genoma, lo
que limita el estudio de estabilidad geneética a los sitios en donde alguna mutacion o

cambios en los pares de bases hayan ocurrido.

Angel et al. (1996), determinaron mediante un analisis molecular, la estabilidad
genética de entradas de yuca (Manihot esculenta Crantz) mantenidas in vitro en el CIAT
(Centro Internacional de Agricultura Tropical), utilizando marcadores moleculares de
RFLP y RAPD (polimorfismo en el ADN amplificado al azar). No se detectd variacion a

nivel del ADN en plantas de yuca después de 10 afios de mantenimiento in vitro. Sin
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embargo, se sugiere aumentar el namero de marcadores moleculares (RFLP, RAPD, SSR
(secuencias simples repetidas) y AFLP (polimorfismo de la longitud de fragmentos

amplificados)) y el nimero de variedades mantenidas por 10 0 mas afios.

Aun asi, se reconoce que existe poca correlacion entre los resultados con un
marcador y otro, en trabajos en donde se haga uso combinado de RAPD, AFLP y SSR,
siendo necesario evaluar independientemente cada uno de ellos (Davila et al., 1999; Gen
Lou et al., 1999). Esto se refiere a que existen diferencias en el nimero medio de perfiles
generados por par de iniciadores en cada una de las técnicas mencionadas, siendo los méas
altos para AFLP y SSR. Por otro lado los SSR muestran un 100% de reproducibilidad,
seguidos por un 99,6% para AFLP y 84,3% para RAPD (Mc Gregor et al., 2000). También
se reporta que al aplicarse la técnica de AFLP en A. salmiana se encontré que posee una
mayor robustez que RAPD, basados en los valores de bootstrap (Lara, 2005). Rout et al.
(1998), determinaron la estabilidad genética de plantas micropropagadas de jengibre
usando RAPD. Haciendo uso de 15 iniciadores arbitrarios certificaron la estabilidad
genética de plantas constantemente micropropagadas en comparacion con sus duplicados
mantenidos en campo. El estudio no encontrd variaciones significativas en las plantas

micropropagadas.

Ozeki et al. (1997), mostraron que la insercion de un elemento transposable podria
ser uno de los mecanismos que podria causar la variacion en cultivo de células vegetales.
Su interés principal fue determinar la causa de la insercion de un elemento transposable
ubicado en el gen de la fenilalanina amonia-liasa (PAL), que normalmente es inducido

durante la transferencia de células en suspension de zanahoria a un medio liquido nuevo.

Se sugiere que se establezcan sistemas para el control de calidad,
independientemente de los métodos usados de micropropagacion, principalmente para el
caso de cultivos perennes (Dunstan et al., 1986 citado por Gupta y Varshney, 1999), asi
como hacer evaluaciones periddicas de los protocolos utilizados para la micropropagacion.
Para este fin, se ha propuesto usar los marcadores moleculares para detectar la variacion

genética, a nivel del ADN, en los cultivos in vitro y sus productos.

Gupta y Varshney (1999), plantearon el uso de marcadores moleculares para

comprobar la fidelidad genética durante la micropropagacion y conservacion de
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germoplasma. Principalmente en la industria de micropropagacion masiva, es necesario
mantener las caracteristicas fenotipicas y genéticas de las plantas (Kumar et al., 1999;
Vijay et al., 1995; Goto et al., 1998). Esto ha sido posible con el uso de explantes
organizados como yemas apicales, axilares y plantulas de embriones somaticos. Estos
explantes mantienen una alta estabilidad, es decir que los cambios genéticos que podrian
surgir durante la divisién celular son minimas o no existentes (Vasil et al., 1985, Shenoy et
al., 1981 citados por Gupta y Varshney, 1999; Villalobos et al., 1991; Templeton-Somers y
Collins, 1986; Martins et al., 2004). Al respecto se informa que explantes provenientes de
cultivo de callos son generalmente méas susceptibles de producir variantes somaclonales
(Larkin y Scowcroft, 1981; Villalobos et al., 1991). Esta hipotesis la sostienen muchos

autores (Hanna et al., 1984; Armstrong et al., 1985 citados por Gupta y Varshney, 1999).

Los marcadores genéticos moleculares incluyen: RFLP, RAPD, AFLP, SSR, entre
otros. Es necesario indicar que cada uno de estos sistemas detecta solo una fraccion del
genoma (Gupta y Varshney, 1999), y que haciendo uso de diferentes marcadores, se podria

detectar diferentes fracciones del mismo (Martins et al., 2004).

Una técnica muy utilizada por las ventajas que ofrece, es el AFLP y permite la
identificacion de un gran numero de polimorfismos con respecto a otras técnicas como los
RFLP o los RAPD (Vos et al.,, 1995). Con los AFLP, los fragmentos de ADN son
amplificados usando cebadores especificos como adaptadores, los cuales son ligados a esos
fragmentos. Ademas, el andlisis AFLP es relativamente facil de ejecutar, es altamente
reproducible y utiliza cantidades pequefias de ADN. Sin embargo, s6lo unos pocos estudios
para detectar variacion somaclonal han sido llevados a cabo aplicando esta técnica a
arboles y embriones somaticos de pecana (Vendrame, 1999), Arabidopsis thaliana
(Polanco, 2002) y aliso (Gutiérrez, 2002 y 2004).

La determinacion de variantes durante la conservacion in vitro se ha realizado
utilizando marcadores moleculares (Borner et al., 2000; Gopal, 1999). Sin embargo Gupta
y Varshney, 1999, sugieren que para este propdésito la caracterizacion genotipica usando
marcadores microsatélites (SSR) y AFLP podrian tener mayor utilidad.

Por otro lado, Xena et al. (2000) realizaron un analisis citogenético de las plantas

regeneradas a partir de callos embriogenicos de S. tuberosum. cv Desirée en medios
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solidos y observaron varias células mixoploides en diferentes tejidos de su poblacion de
plantas, que exhibieron un desarrollo anémalo. Los resultados sugieren que las células

euploides son producto Gnicamente de plantulas regeneradas por embriogénesis somatica.

La causa exacta de la variacion somaclonal en cultivos in vitro son adn
desconocidas, aunque se cree que las alteraciones en las concentraciones de citocinina-
auxina y su proporcion, la duracion del cultivo in vitro, el estrés debido a las condiciones
artificiales in vitro, alteracion del ritmo diurno y las condiciones de nutricion especificos;

juntos o por separado son responsables (Modgil et al., 2005).

Perazzo (2005), evaluo la estabilidad genética de accesiones de papa conservadas in
vitro, utilizando marcadores moleculares microsatélites SSR, los cuales certificaron la
estabilidad genética de plantas constantemente micropropagadas in vitro en comparacion
con sus duplicados mantenidos en campo. Sin embargo mostré que perdidas de identidad
genética de accesiones del banco de germoplasma son causadas por mezclas mecanicas o
mala identificacion debido mayormente a errores humanos, que las causadas por los
protocolos de conservacion in vitro utilizados principalmente en bancos de germoplasma
que mantienen grandes colecciones; por otro lado, afirma que la complementacién de los
descriptores morfolégicos y moleculares confirman que los métodos de conservacién in

vitro, mantienen la estabilidad genética del germoplasma conservado.

Los estudios de Vargas et al. (2008), utilizando el andlisis citogenético y
marcadores RAPD, demostraron que las plantas de Solanum tuberosum cv. Desirée,
regeneradas a partir de cultivos de células embriogénicas en suspension, no muestran las
variaciones genotipicas que son caracteristicos de los cultivos de células en suspension que
dieron lugar a estas plantas. También indicaron que esta poblacién de papa es muy
homogénea y estable genéticamente, concluyendo que el sistema de embriogenesis de alta

frecuencia es un método adecuado para la regeneracién a gran escala de plantas de papa.

Medina et al. (2007), reportaron que el uso de marcadores moleculares RAPD han
sido problematicos e inconclusos. En algunos estudios han indicado la no deteccion de
variacion somaclonal usando esta técnica. Sin embargo, el manejo de marcadores
moleculares polimorficos AFLP en Hevea, permite confirmar la aplicabilidad de esta

técnica molecular al estudio de la estabilidad genética de los materiales embriogénicos.
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Estos resultados verifican que la técnica es valida para distinguir la variacién genética
entre lineas de cultivo de embriones sométicos de Hevea brasiliensis. La técnica de los

AFLP puede detectar variaciones genotipicas de una linea embriogénica a otra.

Peredo et al. (2008) analizaron la estabilidad genética y epigenética de clones
conservados in vitro y criopreservados de lupulo (Humulus lupulus L.). Para estimar la
estabilidad genética utilizaron las técnicas de RAPD y AFLP, las cuales revelaron que no
habia ninguna variacion cuando se compararon con los controles conservados en el
invernadero y los respectivos clones conservados in vitro y bajo criopreservacion. La
estabilidad epigenética fue evaluada utilizando la técnica de polimorfismo de amplificacion
sensible a metilacion o MSAP (methylation-sensitive amplification polymorphism) y
reportaron que alrededor de 36% de los loci fueron polimorficos cuando compararon
clones conservados in vitro, y clones criopreservados, con los respectivos clones parentales
mantenidos en el invernadero. Responsables de esta variacién epigenética serian las

variaciones en los patrones de metilacion y demetilacion.

Los marcadores moleculares, basados en el ADN, proporcionan una forma eficiente
de tamizar mutaciones inducidas en el cultivo de tejidos, ya que estos no son afectados por

los factores ambientales (Peredo et al., 2009).

Castillo et al. (2010) determinaron que no se mantiene la estabilidad genética de las
accesiones estudiadas en medios de conservacion conteniendo manitol, por tanto, sugieren
la utilizacion de nuevos retardadores del crecimiento, como el sorbitol y acimidol, que se
han empleado con éxito en la conservacion a mediano plazo del germoplasma de papa a

nivel mundial.

La tecnica de AFLP logro detectar los cambios que se produjeron a nivel de ADN y
que no fueron detectados a nivel isoenzimatico. Estudios recientes confirman la eficiencia
de esta técnica y otras de marcadores moleculares, en la determinacién de la estabilidad
genética en plantas de papa derivadas de cultivo in vitro (Mandolina et al., 2007; Chimot
et al., 2007), asi como en otros cultivos (Legesse et al., 2007; Sorkheh et al., 2007; Perera
etal., 2010).
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Es siempre necesario integrar el uso de evaluaciones morfoldgicas con moleculares
para la determinacion de la estabilidad genética. Este trabajo de investigacion trata de la
evaluacion de germoplasma de olluco y disefia el uso de controles de identidad como parte

de la rutina del trabajo tanto de micropropagacién como conservacion.

2.8  Variabilidad y Diversidad Genética

Ugarte et al. (1996) reportaron de un total de 97 accesiones de olluco, 21
morfotipos y una variabilidad aproximada de 50 entradas en el Centro Toralapa (Bolivia).
Posteriormente, con componentes principales hallados se obtuvo 20 morfotipos de olluco
(Cadima et al., 1997). Con la verificacion morfologica de los grupos formados se
determind que existen 28 morfotipos de un total de 130 accesiones del germoplasma de
olluco. Estos resultados permitieron apreciar preliminarmente que la variabilidad genética
en papalisa es de 22% y que el 78% lo constituyen duplicados (Ugarte, 1998). Ugarte y
Villarroel (1999) identificaron 42 morfotipos en la misma coleccion, pero con 200

accesiones.

Tapia et al. (2004) identificaron 20 morfotipos de 239 accesiones en la coleccion
nacional de olluco de Ecuador. Al correlacionar los morfotipos de cada una de las
colecciones con los patrones de malatodeshidrogenasa (MDH), se obtuvieron 55 grupos, lo

que significaria el 23% de la variabilidad.

Malice (2009) report6 108 morfotipos para la coleccién de olluco conservada en el
Centro Internacional de la Papa (CIP, Lima, Per(). Este trabajo fue la consolidacion de 5
campafas de caracterizacion de 187 accesiones colectadas en germoplasma de regiones
representativas, y siguiendo un gradiente longitudinal y latitudinal del norte de PerG al
norte de Bolivia.

Parra-Quijano et al. (2011) identificaron 2 grupos en la coleccién de campo e in
vitro de la Universidad Nacional de Colombia (Bogotd) conformada por 36 accesiones; 8
de 14 accesiones del noreste de los Andes de Colombia fueron incluidos en el primer
grupo; mientras que las seis accesiones restantes, 16 accesiones del suroeste de los Andes

colombianos, y cinco accesiones del Per( se agruparon en el segundo grupo.
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2.9  Métodos para el Analisis de Estabilidad Genética, Diversidad Genética y

Verificacion de lIdentidad.

2.9.1 Indices de Similitud

Se usa para comparar materiales cuyas caracteristicas son evaluadas en una escala
nominal, o binomial (doble estado: presencia o ausencia). A partir de la matriz basica de
datos se calcula los coeficientes, y con ello, se construye una matriz de similitud (Crisci et
al., 1983; Hair et al., 1992). Sus valores varian entre cero y uno, siendo el valor cero el de
maxima similitud, y el valor uno, el minimo. Entre los indices mas usados estan: Simple
Matching (Sokal y Sneath, 1963), Jaccard (Jaccard, 1908), Dice (Dice, 1945), Nei (Nei y
Li, 1979), Gower (Gower, 1971), entre otros.

Los coeficientes de asociacién miden las coincidencias y diferencias en los estados
de los caracteres entre dos OTUs (Unidades Operativas Taxondmicas); requiere de

caracteres de tipo doble estado (1,0).

OTUa
110
111110
OTUDb A | B
0({0.1]0.0
C|D

1= Presente; 0= Ausente.

a. Indice de Simple Matching

El indice de Simple Matching “SM” (Sokal y Sneath, 1963) considera la
similaridad entre dos unidades operativas taxonomicas (OTU) como el nimero de atributos
compartidos (presentes y ausentes) dividido por el nimero total de atributos compartidos y

no compartidos.

SM=A+D/A+B+C+D
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Donde A es el nimero de atributos presentes en el OTU “a” y “b”, D es el nimero
de atributos ausentes en el OTU “a” y “b”, C el numero de atributos presentes solo en el

OTU “a”, y B el niUmero de atributos presentes solo en el OTU “b”.

b. Indice de Similaridad Jaccard

El indice de similaridad Jaccard (Jaccard, 1908) considera la similaridad entre dos
unidades operativas taxonémicas (OTU) como el nimero de atributos compartidos
dividido por el nimero total de atributos presentes en cualquiera de ellos. El indice de
Jaccard se puede expresar de la siguiente manera:

J=C/A+B-C

Donde A es el nimero de atributos presentes en el OTU “a”, B es el numero de
atributos presentes en el OTU “b”, y C es el nimero de los atributos presentes en ambos
OTUs. EI nimero de atributos presentes en cualquiera de los OTUs (N) esta dada por A +
B-C.

2.9.2 Analisis de Conglomerados

Se aplica sobre una matriz de distancias. Se utiliza el agrupamiento jerarquico que
se caracteriza por sucesivas funciones para formar los grupos. El procedimiento parte de la
existencia inicial de un conglomerado para cada entrada o sub poblacion, que, por
aproximaciones sucesivas, se van uniendo a otras en grupos hasta formar un conglomerado
unico, que incluye a todas. Los resultados se presentan en un fenograma o dendrograma

dependiendo del tipo de datos (L6pez e Hidalgo, 1994).

La rigidez de los métodos jerarquicos es la clave de su éxito (requieren poco tiempo
de calculo) y a la vez, su mayor desventaja (inhabilidad de corregir acciones erroneas),
pero tienen mucha utilidad en la biologia para la clasificacion de plantas y animales. Se
han desarrollado muchos métodos jerarquicos utilizados particularmente en el campo de la

taxonomia numeérica (Kauffman y Rosseeuw, 1990).
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a. Meétodo de Agrupamiento UPGMA

El método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
desarrollado por Sokal y Sneath (1963); Sneath y Sokal (1973) es un método tipico
fenético y es el mas simple usado en taxonomia numérica ya que emplea algoritmo de
agrupamiento secuencial, en el que las relaciones topoldgicas se identifican en orden de
similitud, y el arbol dicotomico o fenograma se construye paso a paso. El agrupamiento de
accesiones se realiza de acuerdo con el grado de similitud entre OTUs; los OTUs mas
similares entre si se tratan como un nuevo OTU simple, y asi subsiguientemente hasta

quedar finalmente con sélo 2 OTUs (Li y Graur, 1991).

b. Clusters Jerarquicos, Secuenciales, Aglomerativos y Exclusivos
(SAHN)

Realiza los diferentes algoritmos de agrupamiento que Sneath y Sokal (1973) se
refieren como: métodos de agrupamiento secuencial, aglomerativo, jerarquico y anidado.
Dunn y Everitt (1982) ellos dan ejemplos claros de los distintos métodos de agrupamiento.
Los métodos de agrupamiento aglomerativo no estdn bien definidos con respecto al
tratamiento de los nodos. La mayoria de ellos simplemente ignoran el problema y utilizan
el primer valor encontrado. Mediante el software NTSys, la aplicacion que permite realizar

el analisis de conglomerados mediante SAHN, ofrece opciones para lidiar con los nodos.

c. Método de Neighbor-Joining

Saitou y Nei (1987) desarrollaron un método de agrupamiento mas sofisticado
Ilamado neighbor-joining. Este algoritmo produce arboles aditivos y no asume rangos
evolucionarios idénticos a traves de todas las ramas, méas recientemente usados para
arboles basados en datos de ADN o secuencias de proteinas. EI método de neighborjoining
estd basado en el criterio de minima evolucién, es decir, la topologia que da la menor
longitud de la rama total es preferida en cada paso del algoritmo. Aunque el método no
podria encontrar la verdadera topologia del arbol con al menos el total de ramas porque es
un algoritmo voraz que construye el arbol de una manera gradual. En este sentido, a pesar
de ser un método sub-optimo, ha sido ampliamente usado y por lo general se encuentra un

arbol que estd muy cerca del arbol 6ptimo. La principal virtud de este método con respecto
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a otros métodos es su eficiencia computacional y puede ser utilizado en grandes conjuntos
de datos en los que otros analisis son computacionalmente prohibitivos (por ejemplo, la
evolucion minima, maxima parsimonia, maxima verosimilitud). A diferencia del algoritmo
UPGMA para la reconstruccion del arbol, el método neighbor-joining no supone que todos
los linajes evolucionan al mismo ritmo (hipdtesis del reloj molecular) y produce un arbol
sin raices (Atteson, 1997).

2.9.3 Prueba de Remuestreo (Boopstrap)

El bootstrapping (o bootstrap) es un método de remuestreo propuesto por Efron
(1979). Se utiliza para aproximar la distribucién en el muestreo de un dato estadistico. Se
usa frecuentemente para aproximar el sesgo o la varianza de un estadistico, asi como para
construir intervalos de confianza o realizar contrastes de hipétesis sobre parametros de
interés. Felsenstein (1985) desarrollé una aplicacién no paramétrica del “bootstrap” para
evaluar el soporte estadistico de las ramas internas en un arbol o dendrograma. Los datos
“bootstrap” se generan por seleccion aleatoria con reemplazo de los caracteres
(marcadores) a partir de los datos originales para generar matrices de datos seudo-
replicadas del mismo tamafio de la matriz original. Este proceso se repite por un gran
namero de veces, de 50 a 100; pueden dar resultados utiles, y se evaltan las proporciones
de concordancia de la topologia con el arbol original (Elfron et al., 1996; Alfaro et al.,
2003). Hillis y Bull (1993), determinaron que las ramas que tienen un “bootstrap” mayor a
70% tienen una probabilidad de 95 % de ser correctas, un valor mayor a 50% también es
considerado un buen indicador estadistico de soporte de topologia de una rama (Highton,
1993).

2.9.4 Métodos Multivariados

a. Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)

Es parte de una matriz de distancias y se busca una configuracion Y, en un espacio
euclideo en el que las distancias entre los puntos sean las contenidas en la matriz. Este tipo
de técnicas permiten la representacion euclidea en una dimensién reducida de espacios
abstractos en los que la medida de la similitud o de la disimilitud no tiene una

interpretacion fisica concreta (Lopez e Hidalgo, 1994).
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b. Test de Mantel

El test de Mantel (Mantel, 1967) evalGa las correlaciones entre matrices de
distancia, de similaridad o de correlaciones por la correlacion de Pearson (r) y el rango de r
va de -1 a 1, donde la mé&xima correlacion estad dada por la mayor proximidad al valor
absoluto de 1.

n—-1 n

7= 2 %Y,

i=1 j=i+l

La prueba de Mantel (Mantel 1967; Mantel y Valand 1970) es una prueba
estadistica extremadamente versatil que tiene muchos usos, incluyendo el andlisis espacial.
La prueba de Mantel examina la relacién entre dos matrices cuadradas (a menudo matrices
de distancia) X y Y. Los valores dentro de cada matriz (Xij o ij) representan una relacién
entre los puntos i y j. La relacion representada por una matriz puede ser una distancia
geografica, una distancia de datos, un angulo, una matriz binaria, o casi cualquier otro dato
imaginable. A menudo, una matriz es una matriz binaria que representa una hipotesis de las
relaciones entre los puntos o algun otro tipo de relacion (por ejemplo, Xij puede ser igual a
1 si los puntos i y j son del mismo pais, y 0 si no lo son). Por definicion, las diagonales de

ambas matrices estan siempre llenos de ceros.
2.9.5 Indices de Diversidad Genética
a. Diversidad Genética de Nei (D)

El indice de diversidad genética desarrollado por Nei (1973), es la probabilidad de
que, en un locus Unico, cualquier par de alelos, escogidos al azar de la poblacion, sean
diferentes entre si. La Diversidad genética promedio de todos los loci es una estimacion del
grado de variabilidad genética en la poblacion, se calcula al restar de 1 las frecuencias
esperadas de homocigotos en un locus. La operacion se repite para todos los loci y luego se
saca el promedio. Puede aplicarse para todos los marcadores, ya sean codominantes o
dominantes y su valor para el caso de marcadores dominantes varia de 0 a 0.5. A mayor

valor del indice, mayor diversidad.
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2.9.6. Andlisis de varianza molecular - AMOVA

El analisis de varianza molecular (AMOVA) se utiliza a menudo con datos de
marcadores moleculares dominantes. Funciona con las distancias entre individuos y se
calcula la variacion entre y dentro de los grupos predefinidos y permite poner a prueba
diferentes estructuras genéticas particulares. Originalmente, el cuadrado de las distancias
euclidianas era preferido, pero se obtuvieron resultados muy similares como por ejemplo,
el coeficiente de similitud de Jaccard. Los componentes de la varianza pueden ser
calculados para cada nivel jerarquico. EI AMOVA ha demostrado ser muy util para la
particion de la variacion en especies silvestres y de los grupos de variedades procedentes

de diferentes regiones (Excoffier et al., 1992).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1  Lugar de ejecucion

La presente investigacion se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Banco de Germoplasma y en el laboratorio de Marcadores Moleculares Il de la Unidad de
Biotecnologia Aplicada del Centro Internacional de la Papa (CIP), en La Molina, Lima. La
caracterizacion morfoldgica se efectud en la Estacién Experimental Santa Ana, Huancayo,
en el Campo Experimental Chalaspampa a una altitud de 3827 m., entre las coordenadas
11°50°15°" de latitud sur y 75°18°12"" de longitud oeste, del anexo de La Libertad, ubicado
al norte de Huancayo a una distancia de 40 Km., a la margen derecha de la carretera que
conduce hacia las provincias de Jauja y Yauli. Politicamente pertenece al distrito Heroinas
Toledo, Provincia Concepcidn, departamento de Junin. Esta region presenta una zona de
vida natural bosque pluvial Montano (bp-M), con una precipitacion anual promedio de 650
mm, temperatura promedio de 7.5 °C, presencia de heladas con descensos de temperatura
de hasta -6 °C.

3.2  Material vegetal

Un total de 236 accesiones de olluco del banco de germoplasma del Centro
Internacional de la Papa conservadas in vitro entre 03 afios y un maximo de 22 afios y sus
respectivos clones originales mantenidos en campo (ANEXO 2), fueron caracterizadas
morfolégicamente segun descriptores IPGRI/CIP (2003) (ANEXO 4) y molecularmente,
usando seis combinaciones de iniciadores AFLP (Cuadro 1), durante las campafas 2011-
2012 y 2012-2013.
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3.3 Métodos

3.3.1 Preparacion del material in vitro para la siembra en campo.

a. Propagacion in vitro del material vegetal

Se propagaron plantulas provenientes del Banco de Germoplasma in vitro en tubos
autoclavables Pyrex, colocando 6 a 8 nudos en cada tubo que contenia 10 ml. de medio de

propagacion para olluco (Figura 2 y ANEXO 6).

b. Aclimatacion

Después de un mes, las plantulas provenientes de condiciones in vitro, fueron
transferidas a un sustrato compuesto por musgo y perlita (Jiffy-7 Peat pellets 42 mm (Jiffy
Products® Products)) (Figura 2). Se elimino los residuos de medio de cultivo en las raices
de las plantulas, colocandolas en el sustrato por 20 dias en una camara de crecimiento
(18°C, 16 horas luz, 70% de humedad). Transcurrido este periodo, el material fue
trasladado al invernadero.

c. Propagacion del material vegetal en invernadero

Finalizada la etapa de aclimatacién, el material fue sembrado en macetas de 8
pulgadas para la produccién de tubérculos. Después de cuatro meses, se realizd la cosecha
del material. Los tubérculos obtenidos fueron seleccionados, desinfectados y trasladados a
la Estacion Experimental del CIP en Huancayo (75°W, 12°S, 3200 msnm) para la siembra
en campo. A partir de las plantas de accesiones que no produjeron tubérculos se tomaron
los esquejes apicales del tallo para su respectiva propagacion. Los esquejes fueron
cultivados en un sustrato de musgo y perlita (Jiffy-7 peat pellets 42 mm (Jiffy Products®)),
usandose 8 a 10 esquejes apicales por cada accesion. Después de enraizados los esquejes,
fueron trasladados a la Estacion Experimental del CIP en Huancayo para la siembra en
campo. Paralelamente el material proveniente de campo, utilizado como control
(tubérculo-semilla), fue seleccionado para la siembra con el material proveniente de in

vitro (Figura 2).
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Figura 2. Flujo de actividades realizadas para la caracterizacion morfoldgica en la
evaluacion de la estabilidad genética de germoplasma de olluco conservado en el banco de
germoplasma. A. Seleccion de material in vitro. B, C. Aclimatacion. D, E. Preparacion

para la cosecha de tubérculos. F. Plantas en desarrollo en el campo experimental.
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d. Caracterizacién morfolégica

Se evaluaron las accesiones de olluco provenientes de conservacion in vitro, y sus
respectivos clones provenientes de campo, mediante los descriptores morfoldgicos
(ANEXO 4) para planta, tallo, hoja, flor y tubérculo desarrollados (IPGRI/CIP, 2003).

La caracterizacion morfologica fue realizada periddicamente, desde los 60 dias
después de la siembra hasta la cosecha de los tubérculos; considerando en la evaluacion,

los periodos de floracion, fructificacion y tuberizacion (Figura 3).

Para poder realizar las comparaciones morfoldgicas de las 236 accesiones, los
clones de cada accesion procedentes de diferentes sistemas de conservacion (campo - in
vitro) fueron sembrados en surcos contiguos y cada clon representado por 7 plantas por

surco (unidad experimental).

Los 21 descriptores morfologicos para la caracterizacidn basica de colecciones de
olluco (IPGRI/CIP, 2003) fueron utilizados y se compard cada una de ellas en ambos

grupos (in vitro y campo) (ANEXO 4).

BANCO DE GERMOPLASMA (CIP)

Seleccion de material in vitro Seleccion de material en campo

Aclimatacion

Cosecha de tubérculos

Siembra en campo Siembra en campo

\ 4 \ 4
Andlisis Analisis Andlisis
Molecular Morfoldgico Molecular

Figura 3: Flujograma de la metodologia para el analisis de la estabilidad genética de

germoplasma de olluco conservado en el banco de germoplasma del CIP.
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3.3.2 Caracterizacién Molecular

a. Obtencion de muestras

Las muestras in vitro fueron adquiridas del laboratorio de cultivo de tejidos,
obteniéndose 2 tubos de cada accesion, conteniendo cada uno de 4 a 6 plantulas
micropropagadas. Las muestras de campo fueron tomadas directamente del campo
experimental donde se realizaron las evaluaciones morfologicas (CIP-Huancayo) y
constaron de hojas jovenes, las que fueron debidamente agrupadas, etiquetadas, envueltas
en papel toalla hiumeda y conservada en paquetes de polietileno para su traslado de

inmediato al laboratorio de marcadores moleculares 1l (CIP-Lima).

b. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total se realizd a partir de hojas jovenes usando el protocolo
de extraccion de pequefia escala (Doyle y Doyle, 1990) usado por el CIP (1997). La
concentracion y calidad del ADN fue calculada en los espectrofotémetros NanoDrop 1000
y 2000. Todos los procesos de extraccion fueron realizados en los laboratorios del CIP-

Lima.

c. Analisis Molecular AFLP

Los protocolos de AFLP se basan en Vos et al. (1995) y adaptados para ser
visualizados por electroforesis en el sistema de analisis de ADN LI-COR 4300. Los
protocolos de digestion, ligacidn, preamplificacion y electroforesis son los reportados en el
Manual del CIP (1997). Los detalles de la mezcla de PCR y programas de amplificacién se
encuentran en el ANEXO 3.

El tamafio de las bandas (pares de bases) AFLP amplificados se determinaron

usando el marcador de peso IRD y 50-Obp (LI-COR® USA) y la ayuda del Programa
SAGA GENERATION 2 (LI-COR® USA).
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34 Andlisis de Datos

El registro de datos para la caracterizacion morfologica de 236 accesiones de olluco
conservado en in vitro fue realizado, de manera complementaria a las accesiones
conservadas en campo Yy con informacion generada para marcadores moleculares AFLP. Es
preciso mencionar que a pesar de haber trabajado inicialmente con méas de 300 accesiones
solo en 236 se logr6 completar informacion tanto de caracterizacion morfologica y
molecular de accesiones conservadas in vitro y en campo, contabilizando un total de 472

muestras analizadas molecular y morfol6gicamente.

Para el analisis, cada caracter asignado a cada planta dentro de cada grupo de
clones (in vitro y campo) fue registrado en una hoja de Excel. De las 7 plantas evaluadas,
en cada clon, se obtuvo la moda; y se compar6 la moda obtenida de los clones (in vitro y
campo) de cada accesion. Este procedimiento fue realizado para todos los 21 descriptores
evaluados en cada accesion. Para el analisis, se utilizo el programa de taxonomia numérica
NTSYSpc-2,02h (Numerical Taxonomical System), permitiendo agrupar el material por
similaridad morfoldgica segun distancia genética, y el método de agrupamiento por medias
aritméticas no ponderadas (UPGMA unweigthed pair-group method using arithmetic

averages).

El patron de bandas AFLP para cada accesion fue registrado manualmente en una
matriz binaria en una hoja de Excel. Las bandas presentes se registraron como 1 y las

ausentes como 0.

Para evaluar la estabilidad genética de las 236 accesiones de olluco, y establecer las
relaciones de similitud entre las muestras (in vitro y campo), se realizé un andlisis de
agrupamiento mediante el indice de similaridad Simple Matching (Sokal y Sneath, 1963)
(que considera la similitud tanto en presencia y ausencia de atributos entre OTUs), y el
método de agrupamiento UPGMA. Para este proposito se utilizdo el “Sequential
Agglomerative Hierarchical Nested - SAHN” (Sneath y Sokal, 1973), mediante el software
NTSYSpc, 2.2 con una prueba de remuestreo (boopstrap).

La estabilidad genética se fundamenté por la verificacién de identidad de los

materiales procedentes de in vitro y campo, mediante el analisis de marcadores AFLP y la
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evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas (identificacion de morfotipos). Se define
como un morfotipo a todos los clones que presenten el 100% de similitud en los caracteres

morfologicos evaluados (Sevilla y Holle, 2004).

Para validar los resultados de estabilidad genética al 0.95 de indice de similitud
segun marcadores moleculares se realiz6 un anélisis de varianza molecular (AMOVA)
entre las accesiones conservadas in vitro y sus respectivos clones originales mantenidos en
campo, en el cual el valor del estadistico Fst similar a cero indico la no existencia de
variancia genética significativa segun los estandares de Wright (creador de los indices F
para estudios de genética de poblaciones) (Hartl y Clark, 1997).

Fst= 0.05 — 0.15: moderadamente diferenciado.
Fst= 0.15 — 0.25: gran diferenciacion.
Fst> 0.25: muy grande diferenciacion.

Para evaluar el grado de relacion entre las matrices de similitud morfoldgica y
molecular, se realizd un test de asociacién de matrices, utilizando una transformacién a

matrices comparables mediante un indice de correlacién cofenético.

Pérdida de Identidad

¢ Pérdida de Estabilidad
—

100% deficientes 0 60% 70% 80% 95% 100% idénticas

]
|
! H ~
| INVitro Y oo mantiene la identidad y hay estabilidad
Campo | genética (=Mor. e =Mol.). Fst =0

1
1
————— Invitro

)\

Se mantiene la identidad pero hay pérdida
de estabilidad (pocos variantes, mol e in
Campo 2 Vitro) dependiendo del caracter. También
' Invitro | hay baja posibilidad de pérdida de identidad
! o error de caracterizacion morfoldgica y/o
1

|

1 Campo _J molecular
Pérdida

molecular y L Invitro )
morfoldgica de 4' X

identidad + Campo
(mezcla) -

2,5 T 08 0

Mayor probabilidad de mezcla
que de pérdida de estabilidad

Figura 4. Consideraciones para el establecimiento de estabilidad genética segun
marcadores moleculares y morfoldgicos.
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El andlisis de diversidad genética fue realizado en las accesiones que resultaron con
mantener estabilidad genética, para ello se us6 la informacion de los marcadores
moleculares AFLP generados con las 6 combinaciones de iniciadores. Se utilizo el indice
de similitud de Jaccard (1908) (por considerar la presencia de atributos compartidos). Para
ello se uso el software Darwin 5.0. Ademés se calcul6 el indice de diversidad de Nei
(1973) y mediante el software Arlequin 3.11, se realiz6 un AMOVA entre las accesiones
de norte centro y sur, para determinar las diferencias y similitudes segin marcadores
AFLPs. La identificacion de accesiones duplicadas se basé en el anélisis de diversidad

genética de las accesiones con verificacion de identidad.

El andlisis de diversidad morfologica, se realizé a las 151 accesiones consideradas
genéticamente estables, gracias a ello se determiné la presencia de morfotipos vy
adicionalmente se realizé un analisis de componentes principales para determinar aquellos
descriptores con alto valor de discriminacion y aquellos que no proporcionan informacion

que permita distinguir morfotipos en las distintas campafias.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Caracterizacion Morfologica

El calculo de la matriz de similitud en base a distancia genética permitio determinar
el grado de semejanza morfologica entre las accesiones conservadas in vitro y en campo, el
andlisis de la matriz de similitud entre homdlogos in vitro y campo, segun distancia
genética, dio valores de 0.0 que indica 100% de similaridad morfologica y un valor

maximo de 2.5 que indica una alta disimilaridad morfoldgica.

Utilizando los datos de la caracterizacion morfoldgica se construyd la matriz
conjunta de las 236 accesiones conservadas in vitro y en campo. Se observo la existencia
de un error de subjetividad en la evaluacion de los descriptores morfoldgicos de olluco.
Los descriptores registrados muy cambiantes entre diferentes fechas de evaluacion y
dependientes de condiciones fisioldgicas y ambientales, son la elongacion de la planta,
color de follaje, floracion y forma de raquis principalmente. Estos ocasionan un indice de
similitud segun distancia genética, basados en descriptores morfoldgicos, de 0.8 como
valor maximo. Para la consideracion de estabilidad morfol6gica se considera valores de
indice de similitud, segun distancia genética, menores a 0.8 ya que estos no indican una

verdadera variacion en el fenotipo.
4.1.2 Caracterizacion Molecular
4.1.2.1 Seleccidén de las mejores combinaciones de iniciadores AFLP

Las combinaciones de iniciadores AFLPs fueron seleccionadas de una prueba de
148 combinaciones de iniciadores con 3 pares de bases selectivos (+3). Se eligieron 6
combinaciones de iniciadores (Cuadro 1) por presentar el mayor polimorfismo y una buena

resolucion de las bandas.
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Cuadro 1. Combinaciones de iniciadores AFLPs (Eco+3/Mse+3) usados en la

caracterizacion molecular del olluco.

Iniciadores selectivos

Cod. Lab (Eco+3/Mse+3) Secuencia (5°-3")
E35-M59 E-ACA GACTGCGTACCAATTC-ACA
M-CTA GATGAGTCCTGAGTAA-CTA
E-ACC GACTGCGTACCAATTC-ACC
E36-M43 M-ATA GATGAGTCCTGAGTAA-ATA
£37-M39 E-ACG GACTGCGTACCAATTC-ACG
M-AGA GATGAGTCCTGAGTAA-AGA
E-ACT GACTGCGTACCAATTC-ACT
E38-M>4 M-CCT GATGAGTCCTGAGTAA-CCT
E-AGA GACTGCGTACCAATTC-AGA
E39 M40 M-AGC GATGAGTCCTGAGTAA-AGC
E-ATG GACTGCGTACCAATTC-ATG
E45-M>51 M-CCA GATGAGTCCTGAGTAA-CCA

4.1.3 Evaluacién de la estabilidad genética de la coleccion de olluco

conservado en campo e in vitro

De las 236 accesiones evaluadas de olluco con un total de 142 marcadores AFLP
polimérficos, con indice de contenido polimoérfico (PIC) mayor a 0.1, se identificaron 156
accesiones genéticamente estables, correspondiendo a genotipos con un coeficiente de
similitud mayor a 0.95 y morfol6gicamente con una distancia genética menor a 0.8 entre
par de clones conservados en campo e in vitro. Las 80 accesiones restantes presentan
valores en coeficiente de similitud que van de 0.6 a 0.95, y distancias genéticas que van de
0.8a2.5.

Las 156 accesiones consideradas estables genéticamente y confirmadas

morfolégicamente representan el 66.1 % del total de 236 accesiones analizadas.

El agrupamiento al 0.95 de similitud se muestra en la figura 4, donde se observan
pares de clones formando un solo grupo o formando grupos con otros clones de accesiones
genotipicamente similares (SM= 0.95), pero con diferencias morfoldgicas, ademas se
observan clones de accesiones que no se agrupan con su par homologo de campo o in vitro
ya gue estas presentan 0.60 de similitud genotipica entre si, y por tanto forman parte de

grupos muy alejados dentro del dendograma. De manera similar existen accesiones que

34



morfolégicamente presentan 100% de similitud (distancia genética= 0) pero no

corresponden con la alta variacion molecular (Cuadro 2).

Las distancias genéticas menores a 0.8 representan de 3 0 4 descriptores, que

corresponden a los descriptores dependientes de condiciones fisiologicas y ambientales.

Cuadro 2. Agrupacion de accesiones segun indice de similitud SM (molecular) y

distancia genética (morfologica).

Marcadores Numero Marcadores Numero
AFLP de Morfologicos de Coincidencia
(indice de similitud) | accesiones | (distancia genética) | accesiones
1.0-0.95 177 0.0-0.8 185 156 coinciden
0.95-0.8 20 08-15 39 80
0.8-0.6 39 15-25 12 no coinciden
Total 236 236

Comparacion de la variacion genética entre la conservacion en campo e

in vitro

El andlisis de variancia molecular (AMOVA) entre las accesiones clones
conservadas in vitro y campo con un coeficiente de similitud SM mayor a 0.95, dieron un
Fst similar a cero (= 0), lo que indica que no existe diferenciacion molecular

representativa.
Correlacion entre datos morfologico - molecular

Los resultados del test de asociacion, indicaron una baja correlacion de los
agrupamientos fenotipico y molecular; siendo el valor negativo, por tratarse de dos

métodos de agrupamiento distintos.
Correlacion de matrices: = -0.23198
(Normalizado Z estadistico mantel)

Mantel t-test aproximado: t=-19.0356

Probabilidad randomizada Z < obs. Z: p = 0.0000
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Determinacion de la relacion con el tiempo de conservacion

La variacion genética de las accesiones analizadas no presentan una relacion directa
con el tiempo de conservacion in vitro al que las plantas estuvieron sujetas; sin embargo,
gran parte de las accesiones con un indice de 0.60 de similitud entre pares de clones, sus
homologos in vitro registran tiempos de conservacion de 21 afios en su mayoria,
presentandose algunos casos con 3 afios de conservacion (ANEXO 2). Por otro lado
accesiones con 1.0 de similitud entre par de clones conservados en campo e in vitro
presentan tiempos de conservacion de 19, 15 y 3 afios, de la misma manera en accesiones
con 0.95 de similitud entre pares de clones. Cabe indicar que el 33% de las accesiones
evaluadas no cuentan con la fecha de introduccion a in vitro, lo que dificulta hacer una
inferencia entre variacion genética versus el tiempo de conservacion in vitro. No se cuenta
con cantidades constantes de accesiones introducidas dentro de rangos (en afos)
constantes, sin embargo dentro de rangos de 10 afios, la proporcion entre accesiones
conservados por mas de 10 afios con un indice de similitud mayor a 0.9, es idéntica a las
accesiones con un indice de similitud menor a 0.9. De modo analogo accesiones con menos
de 10 afios de conservacion tienen indices de similitud mayores a 0.9 en la misma

proporcion que accesiones con indices de similitud menor a 0.9.
4.1.4 Verificacion de identidad de accesiones de olluco

En base a los resultados obtenidos en el analisis de estabilidad genética con 0.95 de
similitud genotipica, se establecio la verificacion de identidad para 156 accesiones de las
236 evaluadas. Estas presentan genotipos con variacion molecular no representativa,
posiblemente atribuibles a la subjetividad durante el escoreo o error de amplificacién. Las
80 accesiones restantes presentan variaciones genéticas en base a marcadores AFLP y
descriptores morfoldgicos, por tanto necesitan una reevaluacion, que confirme los
resultados. En algunos casos donde se presentan coeficientes de similitud entre 0.8 - 0.95,
no se manifiestan diferencias morfoldgicas, pero para valores menores a 0.8 de similitud,
hay cierta correspondencia entre alta variacion molecular y alta variacion morfologica,

aunque por la cantidad de accesiones (4 en total) no son representativos.

36



FVEER
4“‘7—: .

01140
1143
111421

501319:1

I | Accesiones Campo (C) ednvitro (1)
3| con simditud (3M) mayora0 93

] (T2
Accesiones campo (C) o vitro (C) —0 (
bl

con similitud (M) mayor 2 0.93 4‘:'%
——f

:|201353-I

—
L s s S s s s s B B B S B S B B B N B B B B B B B H HE S T
030 035 00 ]3] ] Ik a0 083 090 095 1

Coeficiente SM

Figura 5. Analisis de agrupamiento de accesiones, mediante el indice de similitud SM
utilizando 142 marcadores AFLP. Se considera que no existe variacion genética
significativa entre pares de clones provenientes de conservacién in vitro y campo, para

valores del indice SM mayores a 0.95.
4.1.5 Diversidad genética de olluco mediante marcadores AFLP

Se procedi6 al analisis de diversidad genética de 151 accesiones aparentemente
estables genéticamente, con identidad verificada y lugar de origen de colecta debidamente
identificado (de las 156 accesiones, 4 no tenian lugar de origen identificado). El andlisis de
agrupamiento se realiz6 utilizando el indice de similitud Jaccard y un agrupamiento
Neighbor Joining, resultando un dendograma, en el cual para un coeficiente de 0.47, se
observan 3 grupos definidos como |, 11 y I11I; el grupo 1y Il presentan 3 sub grupos . En el
grupo I: el subgrupo 1 incluye con mayor frecuencia accesiones del norte y en menor
frecuencia accesiones del centro, el subgrupo 2 incluye accesiones del norte y centro, y el
subgrupo 3 incluye accesiones del centro. En el grupo II: el subgrupo 1 incluye con mayor
frecuencia accesiones del sur, el subgrupo 2 incluye con mayor frecuencia accesiones del

centro, y el subgrupo 3 incluye accesiones del norte — centro — sur. En el grupo Il se
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incluyen Unicamente accesiones provenientes de la region centro del Per( (Figura 6). Las

accesiones provenientes de Bolivia, estan distribuidos en subgrupos conformados por

accesiones del sur y centro del Peru.

a.

Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Se realiz6 el AMOVA a las 151 accesiones, con la finalidad de evaluar si existian

diferencias en la diversidad genética presente entre las zonas norte, centro y sur del Perd.

Se encontro una moderada diferenciacion molecular entre las tres regiones evaluadas.

Cuadro 3. Analisis de varianza molecular de las 151 accesiones distribuidas en regiones

del norte, centro y sur.

Fuente de Suma de Componentes PoOrcentaje
variacion G.L. cuadrados de variancia de variacion
Entre

regiones 2 471,207 2.87279 wva 1o.91
Centro de las

poblaciones 248 LE1S.01la 23.46377 vb H59. 09
Total 250 290,223 2B.33654

Fixation Index FET 0.10808 @ moderadamente diferenciado

distancia genetica entre regiones

CENMTRO

MORTE

MNORTE
SUR

+

+

- no significativo, + significativo

b. Diversidad genética de Nei (D)

Segln los datos de caracterizacion molecular mediante marcadores AFLP, la

diversidad genética promedio de la coleccion de 151 accesiones analizadas es de 0.35, este

valor indica una alta diversidad dentro de la coleccién de accesiones de olluco evaluado,

muy similar a lo obtenido por Céndor (2013), el cual determina 0.32 de diversidad segun

Nei (D).
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Figura 6. Dendograma formado con las 151 accesiones usando el indice de Jaccard. A
0.47 de indice de similaridad de Jaccard se forman los grupos | (con 3 subgrupos), Il (con
39

3 subgrupos) y IlI.



c. Analisis de coordenadas principales

El andlisis factorial de coordenadas principales (ACoP) permite observar la
formacion de posibles limites de distribucion genética en relacion a las regiones
geograficas. Se pueden distinguir ligeramente 3 grupos en relacion a las accesiones
pertenecientes a departamentos ubicados en el norte, centro y sur; adicionalmente un grupo
de accesiones provenientes de Bolivia se distribuyen junto con las accesiones del sur y
centro del Peru (figura 7).

CENTRO

Figura 7. Analisis de coordenadas principales para la distribucion genética de las
accesiones segun grupos geogréaficos. Grupo norte (verde), Grupo centro (rojo), Grupo sur

(azul).
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4.1.6 Diversidad morfologica de olluco segun descriptores IPGRI-CIP (2003)

En base a los descriptores morfologicos, se determind la presencia de 140
morfotipos de olluco, de un total de 151 accesiones aparentemente estables genéticamente;
sin embargo, es preciso indicar que entre diferentes campafias de caracterizacion

morfoldgica esto varia, pudiendo presentarse mayor o menor cantidad de morfotipos.

El anéalisis de componentes principales permite hacer una agrupacion de variables
utilizando como indicador de semejanza los coeficientes de correlacion de Pearson, los
valores obtenidos para los 21 descriptores morfoldgicos se indican en el cuadro 4, donde el
valor absoluto de los coeficientes de correlacion con valores mayores a 0.5 indican un alto
grado de discriminacion. Los valores para la elongacion de tallo (ET), color de follaje
(CF), habito de floracion (HF) y forma de raquis (FR) tiene valores bajos en el primer,
segundo, tercero e incluso en el cuarto componente. Estos adicionalmente, como ya se
indicd, no son constantes entre diferentes camparfias de evaluacion. Para el caso de la forma
de la lamina (FL) y tendencia a formar flores con mas de 5 pétalos (TP), presentan valores
bajos probablemente a que dentro de las accesiones evaluadas son pocas las plantas de
olluco con forma distinta de ld&mina y tendencia a tener mas de 5 pétalos, sin embargo,

estos descriptores se mantienen entre diferentes campafas de evaluacion.

Cuadro 4. Caracteres asociados a los componentes principales (CP) de 151 accesiones de
olluco y sus coeficientes de correlacidn. Valores absolutos resaltados con azul indican alto

grado de discriminacion del descriptor.

DESCRIPTOR SIGLAS cl cz c3 c4
PORTE de la PLANTA PP 0.0328 0.0722 0.1660
ELONGACION del TALLO |ET 0.2638 0.2574 0.0357
COLOR de TALLOS cT [EC-S003] -0.1111 -0.0470 -0.3665
PIGMENTACION de ARISTAS | P& | = =] 0.1121 0.0129 -0.1157
FORMA de LAMINAS FL 0.Z305 —0.3752 -0.3719 o.008s5
COLOR de FOLLAJES CF [F0. 30795 0.3592 0.2665 -0.1126
COLOR de ENVES CE ED-5368] -0.1271 -0.1846 -0.3218
COLOR de PECIOLOS CcpP EO7I358] -0.0656 -—-0.0132 -0.4731
HABITO de FLORACION HF -0.3458 -0.1481 -0.4540
FORMA de RAQUIS FR E0-335%5] 0.3993 0.2574 0.z2896
COLOR de RAQUIS CR Eo-7z0e 0.0237 0.0154 -0.3242
COLOR de SEPALOS cs FO . 6456] -0.097S8 0.z2805 0.1178
COLOR de PETALOS cT 0.5373] -0.2630 —0.11%90 0.z2696
TENDENCTA de PETALOS TP —0.1588 0.1370 -0.ZZ98 -0.0138
COLOR PREDOMINANTE-1 | CPx -0.2164 -0.3079 0.5077
C'OLOR SECUNDARIO-2 cs 0.0400 p-s05Z] -0.3712 -0.1419
DISTRIBUCION del COLOR-2 | DC 0.0726 [OTS373] -0.3951 -0.1245
QUIMERAS Q -0.1220 0.3507 [Fo.é6267] 0.2066
FORMA del TUBERCULO FT -0.1228 [o.5173] 0.2187 0.1021
COLOR de la zona CORTICAL | CC —0.6485 -0.2560 -0.3265 0.4977
COLOR de la MEDULA M —0.5139] 0.3732 0.0799 0.z14z2
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Figura 8. Fenograma de 151 accesiones de olluco con 21 descriptores morfologicos, en
el cual se identificaron 140 morfotipos. Las accesiones tienen una letra adicional que

indica la region respectiva; norte (N), centro (C), sur (S) y Bolivia (B).
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Los resultados del test de asociacion, para la diversidad molecular y morfoldgica

de las 151 accesiones, indicaron una baja correlacion:

Correlacion de matrices: r= -0.20559

(Normalizado Z estadistico mantel)

Mantel t-test aproximado: t=-11.2715

Probabilidad randomizada Z < obs. Z: p = 0.0000
4.1.7 ldentificacion de Duplicados

Para la identificacion de material duplicado en base a los datos de similaridad
genética, realizado para las 151 accesiones de olluco evaluadas, utilizando 142
marcadores AFLP polimorficos, se registraron 147 accesiones genéticamente diferentes
entre si (genotipos Unicos), y 4 accesiones genéticamente idénticas (duplicados) que
forman 2 grupos con indice de similitud mayor a 0.98 y morfolégicamente similares
(distancia genética menor a 0.4= equivalente a 1 o 2 descriptores). Ademas de
pertenecer al mismo departamento de colecta (Cuadro 5). La identificacién de genotipos
duplicados se incrementa si se considera un indice de similitud 0.95 para identificar
duplicados, sin embargo fue preferible, maximiza la eficiencia de identificacion de
duplicados. Es necesario estudios complementarios que permitan contrastar estos

resultados.

Cuadro 5. Grupos duplicados de accesiones segun indice de similitud y distancia

taxondmica.
Grupo | Nro de Accesion | Procedencia | Indice de Jaccard | Distancia Genética
I 201320 Cusco 0.99 0.40
201334 Cusco
I 201428 Junin 1.00 0.35
201429 Junin

4.2 Discusién

Las bandas obtenidas para las 6 combinaciones de iniciadores utilizados (Cuadro

1), muestran patrones de bandas muy polimdrficas con un PIC mayor igual a 0.1
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(contenido de informacion polimérfica) para cada uno de los 142 marcadores AFLPs
seleccionados, con alta resolucion de bandas.

De los resultados obtenidos para la evaluacion de estabilidad genética de
germoplasma de olluco conservado ex situ, mediante el uso de marcadores moleculares
de AFLP y descriptores morfolédgicos de olluco, se observa la presencia de variabilidad
genética entre el par de clones de accesiones provenientes de conservacion in vitro y
campo, y esta variacion se evidencia en base al indice de similitud SM en un rango de
0.6 a 1.0 para la caracterizacion molecular y una distancia genética de 0 a 2.5 para la
caracterizacion morfoldgica (cuadro 2). Molecularmente esto representa valores de
disimilitud de 0 a 0.4 entre pares de clones, es decir existen pares de accesiones clones
conservados in vitro y campo que difieren en un 40% de bandas polimérficas de AFLPs.
La variacion genética existente en frecuencias muy bajas es propia de las células; sin
embargo, una variabilidad significativa puede ser debido a que las células han sido
sometidas a un protocolo de cultivo de tejidos, pudiendo ser también pre-existente en las
células de la planta donante como eventos de variacion epigenética o se puede originar
en el proceso de cultivo in vitro, principalmente en la fase de callo (Ringgit y Kings,
1993). Ambos podrian influir en la estabilidad genética de las plantas regeneradas, pero
solo aquellas que produzcan cambios en regiones de expresion seran las que se

manifiesten a nivel fenotipico.

Los resultados de variacion genética obtenida en el andlisis de estabilidad de
olluco muestra valores reales de cambios genéticos producidos por eventos naturales o
debidos a las condiciones de conservacion al cual estdn sometidas las 236 accesiones
evaluadas; cabe mencionar que estudios relacionados al andlisis de la estabilidad
genética como el de Angel et al. (1996), determinaron mediante un analisis molecular,
la estabilidad genética de entradas de yuca (Manihot esculenta Crantz) mantenidas in
vitro en el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical), utilizando marcadores
moleculares de RFLP y RAPD (polimorfismo en el ADN amplificado al azar), donde no
detectaron variacion a nivel del ADN después de 10 afios de mantenimiento in vitro; sin
embargo, recomiendan en este estudio la necesidad de utilizar otro tipo de marcador

molecular y aumentar el nimero de variedades mantenidas por 10 o mas afios.

Estudios recientes y el presente confirman la eficiencia de los AFLP, en la

determinacion adecuada de estabilidad genética en plantas (Vargas et al., 2002; Legesse
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et al., 2007; Sorkheh et al., 2007; Perera et al., 2010; Gonzalez, 2001), frente a otros
estudios donde evaluaron plantas de papa derivadas de cultivo in vitro, y no encontraron
variaciones en el patron de bandas de RFLP, pero si algunas variaciones en el patron de
bandas de RAPD (Mandolino et al., 2007; Chimot et al., 2007).

La variacion genetica significativa (mayor a 0.05 de disimilitud) registrada en 59
accesiones pares de clones de in vitro y campo, manifiestan la posible ocurrencia de
perdida de estabilidad genética con datos moleculares en 20 accesiones equivalentes a
un 8.5 % del total de accesiones analizadas (236 accesiones), y una posible ocurrencia
de pérdida de identidad en 39 accesiones equivalentes a un 16.5% del total de
accesiones analizadas (segun, cuadro 2). El trabajo realizado por Castillo et al. (2010),
donde determinaron que no se mantiene la estabilidad genética de las accesiones
estudiadas en medios de conservacion que contienen manitol, por tanto, sugieren la
utilizacion de nuevos retardadores del crecimiento, como el sorbitol y acimidol, que se
han empleado con éxito en la conservacion a mediano plazo del germoplasma de papa a
nivel mundial; ademas, se informa que explantes provenientes de cultivo de callos son
generalmente mas susceptibles de producir variantes somaclonales (Larkin y Scowcroft,
1981; Villalobos et al., 1991). Esta hipdtesis la sostienen muchos autores (Hanna et al.,
1984, Armstrong et al., 1985 citados por Gupta y Varshney, 1999). Sin embargo, la
causa exacta de la variacion somaclonal en cultivos in vitro es aun desconocida, pero
sugieren una serie de factores, que en conjunto o por separado son los responsables
(Modgil et al., 2005).

Mediante el uso de AFLPs en Bordean vulgares (cebada) se ha evaluado la
estabilidad genética en plantas derivadas por androgénesis y embriogénesis somatica, y
se encontrd un promedio del 6% de variacién somaclonal (Vendare et al., 2007); en
Papaver bracteatum (adormidera de Siberia) se evalud la estabilidad genética en plantas
regeneradas a partir de callos, y no se detectd variacién somaclonal determinandose que
las plantas eran hibridas (Carolan et al., 2002); en Actinidia deliciosa (kiwi) se evalud la
variacion genética en plantas regeneradas a partir de callos provenientes de hojas o tallo,
observandose cierta variacion entre clones en indice de similitud de 73-90% (Prado et
al., 2007); Etienne et al. (2002), en Coffea arabica y C. canephora (café) evalud la
variacion somaclonal en embriones somaticos de hibridos mejorados, dependiendo del
genotipo, se registro entre 3% y 10% de variacion somaclonal. Para el presente estudio
se considerd 5% (disimilitud = 0.05) de variacion genética no significativa en base a los
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estudios referidos, permitiendo atribuir esta variacion a errores de evaluacion o cambios
de baja frecuencia que ocurren de forma natural, o cambios con poca probabilidad de
afectar la identidad original (Figura 5 y cuadro 2). Adicionalmente, en la presente
investigacion se sustenta la consideracion del indice de similitud con valor 0.95 (0.05 de
disimilitud) mediante una prueba de anélisis de varianza molecular (AMOVA) entre las
muestras conservadas in vitro y en campo, obteniendo un valor de Fst= 0.0, lo que
indica la falta de diferenciacién molecular significativa entre la poblacion de muestras
conservadas in vitro y su poblacion de clones conservados en campo, esta validacion
también lo reporta Morata et al., 2005. Si se realiza un AMOVA considerando
accesiones in vitro y campo con indices de disimilitud mayor a 0.05 sucede que se

obtiene una moderada diferenciacion molecular (Fst= 0.05-0.15).

En base a los resultados obtenidos, es preciso sefialar que los cambios no siguen
un patrén constante en relacion con el tiempo de conservacion, sino que son en cierta
medida al azar, con una mayor probabilidad de presencia con relacion al tiempo de
conservacién in vitro, ya que en nuestro estudio se registran accesiones, como por
ejemplo la accesion 201074 con 19 afios de conservacion in vitro (ANEXO 2), y sin
embargo mantienen su estabilidad genotipica al 100% segun los marcadores AFLP
utilizados y morfoldégicamente mantienen su fenotipo. Asi también, existen accesiones
con 3 afios de conservacion in vitro (ANEXO 2) que presentan variacion genética de
hasta un 40% segun AFLP, como es el caso de las accesiones 201430 y 201446, lo que
podria estar indicando la pérdida de identidad genotipica, sin embargo no
necesariamente se presentan cambios a nivel fenotipico, ya que la informacién genética
afectada puede no estar relacionado a los descriptores morfol6gicos si no a otros

caracteres que podrian ser de interés agronémico.

La verificacion de identidad obtenida para las 151 accesiones de las 236
accesiones evaluadas, se relacionan al estudio realizado por Perazzo (2001), quién
evalud la estabilidad genética de accesiones de papa conservadas in vitro; utilizando
marcadores moleculares microsatélites SSR y morfologicos, donde indico la estabilidad
geneética de plantas constantemente micropropagadas in vitro en comparacion con sus
clones, sin embargo indico la existencias de 20 genotipos no bien identificados y
atribuye las pocas diferencias a la presencia de patdégenos o factores ambientales.
Adicionalmente, mostrd que perdidas de identidad genética de accesiones del banco de

germoplasma son causadas por mezclas mecanicas o mala identificacion debido

46



mayormente a errores humanos, que las causadas por los protocolos de conservacion in
vitro utilizados principalmente en bancos de germoplasma que mantienen grandes
colecciones; por otro lado, afirma que la complementacion de los descriptores
morfoloégicos y moleculares confirman que los métodos de conservacion in vitro,
mantienen la estabilidad genética del germoplasma conservado; cabe resaltar que estos
resultados no se reflejan en el presente estudio para olluco, donde a partir de accesiones
consideradas genotipicamente estables al 0.95 de similitud SM entre el par de clones in
vitro y campo, se determino que sélo 151 accesiones verifican su identidad en contraste
con descriptores morfoldgicos discriminantes y estables (cuadro 2). Por lo mencionado,
es preciso sefialar que algunos descriptores morfoldgicos de olluco no son estables y
estos deberian ser replanteados en su perfil de registro o reemplazarlos por otros con
una alta estabilidad entre periodos de evaluacién; ejemplos de estos descriptores
variables, son la elongacion de la planta que varia segun el estado de desarrollo, el color
de follaje que puede estar influenciado por la presencia de patdgenos o variacion de la
cantidad de irradiacion solar al momento de evaluar, el habito de floracion que es
variable segun el estado de madurez de la planta, y la forma del raquis que depende del
grado de desarrollo y tamafio de la planta ademas de estar posiblemente influenciado
por su exposicion directa o no hacia la radiacion solar lo que hace mas o menos notorio
el zig-zag considerado para este descriptor. En muchos casos estas variaciones limitaron
una exhaustiva evaluacion. Frente a esto, es una necesidad realizar un registro periédico
y continuo para la identificacion de descriptores morfolégicos altamente estables, y es
muy probable la reformulacién de algunos o simplemente el establecimiento de otro
descriptor méas estable y no consideracion de alguno de estos 4 descriptores
mencionados. La consideracion actual de los descriptores mencionados quizds sea
responsable de la baja correlacion obtenida (r = -0.23198) para las matrices de similitud

morfolégica - molecular.

La presente evaluacion de estabilidad genética usando marcadores moleculares
AFLP y descriptores morfolégicos para un grupo de muestras grande (como son las 236
accesiones de olluco), permitié realizar una verificacion de identidad y adicionalmente
hacer un andlisis de diversidad genética e identificacién de duplicados; como el trabajo
realizado en ajo donde se evalud el grado de diversidad genética e identificar duplicados
de accesiones mediante el andlisis de similitud (Vieira y Nodari, 2007). Adicionalmente,
Ipek et al., 2003 y Volk et al. (2004), sefialan que los AFLPs han sido utiles para
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diferenciar clones de ajos que no habian podido ser individualizados con RAPD e

isoenzimas.

El analisis de diversidad genética segun los datos de caracterizacion molecular
mediante AFLP se realizdé usando el indice de similitud Jaccard que considera la
presencia de atributos entre OTUs permitiendo evaluar el grado de diferenciacion entre
OTUs (accesiones) y que la presencia de estas podrian significar la expresion de ciertas
caracteristicas que se encuentran de manera exclusiva en un departamento o region
geografica, y no considerar atributos ausentes ya que no brindan informacion de riqueza
génica (Figura 6). La diversidad genética promedio de la coleccién de 151 accesiones
(con estabilidad genética) es de 0.35, siendo este un indicador de una alta diversidad
genética dentro de la coleccion de accesiones de olluco evaluado. Similar a lo reportado

por Condor (2013), quien determina 0.32 de diversidad segun Nei (D).

La distribucion genética de las 151 accesiones segun los agrupamientos en el
dendograma y el andlisis factorial de coordenadas principales (ACoP) demostrd la
formacion de posibles limites de distribucion genética relacionados con las regiones
geogréficas (Figura 7), esto permite distinguir 3 grupos de accesiones pertenecientes a
departamentos ubicados en el norte, centro y sur del Perd, y muestra claramente que las
accesiones provenientes de Bolivia estan distribuidas dentro de accesiones
pertenecientes al sur y centro del Peru (Figuras 6 y 7). El andlisis de varianza molecular
(AMOVA) indica que las regiones norte centro y sur presentan una moderada
diferenciacion molecular entre poblaciones (Fst = 0.10908) (Cuadro 3).

La identificacion de accesiones con genotipos duplicados es un aporte del
presente estudio que permite indicar, con un indice de similitud de Jaccard mayor a 0.98
y una distancia genética morfoldgica menor a 0.4, la presencia de 147 accesiones con
genotipos Unicos y 4 accesiones duplicados (Cuadro 5). La consideracion de un valor de
similitud igual a 0.95, mostraria la existencia de un mayor nimero de duplicados, sin
embargo, este caso debera ser evaluado posteriormente mediante el uso justificado de

otros marcadores moleculares y su correspondencia morfoldgica.

En la revision bibliografica realizada no se encontraron referencias sobre el
estudio de la estabilidad genética de olluco con el uso de AFLP, lo que sugiere la
realizacion de estudios posteriores que amplien estos conocimientos tomando como

punto de partida toda la informacion generada en esta investigacion.
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V. CONCLUSIONES

La presente investigacion reveld que 151 accesiones de olluco presentan estabilidad
genotipica segun AFLP y fenotipica segun descriptores morfoldgicos; considerando un
indice de similitud SM (segin marcadores moleculares AFLP) mayor a 0.95 y un indice
de similitud morfoldégica menor a 0.8 (distancia genética segun descriptores

morfoldgicos de olluco).

La pérdida de identidad genotipica, no necesariamente se expresa como un cambio a
nivel fenotipico, ya que la informacion genética afectada puede no estar relacionado a
los descriptores morfolégicos si no a otros caracteres, que podrian ser de interés

agronémico.

La presencia de variacion genética a nivel de marcadores moleculares AFLP, se observo
incluso en accesiones con caracteristicas morfolégicas idénticas. Estos podrian ser
pequefias variaciones somaclonales que no afectan a los descriptores morfoldgicos
utilizados pero si al patron de bandas de AFLPs obtenidos para las accesiones de olluco

evaluados.

Los cambios genéticos en accesiones conservadas in vitro no siguen un patron constante
de variacion genética segun el tiempo de conservacion, todo indica que son al azar bajo

condiciones in vitro, y muy probablemente dependientes también del genotipo.

La verificacion de identidad de las 151 accesiones consideradas estables
genotipicamente se corresponde con su caracterizacion morfoldgica entre pares de

clones.

La diversidad genética obtenida usando marcadores moleculares AFLP muestra un

patrén de distribucion genética amplia y relacionada a su distribucion geogréafica.

El indice de diversidad genética de Nei con valor de 0.35 indica que las 151 accesiones

de olluco analizadas presentan una alta diversidad genética.

La determinacion de duplicados con un indice de Jaccard 0.98 establece la presencia de

4 accesiones de genotipos duplicados que se corresponden morfologica y espacialmente.
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VI. RECOMENDACIONES

Replantear algunos descriptores morfolégicos no estables o establecer un criterio para
determinar un verdadero valor de estos, como son la elongacion de la planta, estado de

floracién, color de follaje y tipo de arista.

Incrementar el ndmero de marcadores moleculares AFLP, o complementar los

resultados con otros marcadores moleculares para confirmar los resultados.

Para confirmar los resultados inesperados es necesario completar la evaluacion de
estabilidad genética del total de accesiones pertenecientes al banco de germoplasma del

CIP y reevaluar las 82 consideradas inestables genéticamente en este estudio.

En el manejo de germoplasma, establecer el monitoreo de identidad desde el ingreso del
material al banco hasta su distribucion, es decir, realizar evaluaciones periddicas de

estabilidad a fin de prevenir posibles cambios en el material conservado.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Plantas de olluco silvestre.

Fuente: Arbizu, 2004. En: Lopez; Hermann. 2004

A. En la Comunidad de Sallalli, Ayacucho. (3650 m.; 13° 14'S; 74° 21' O). B. En la
Comunidad Campesina de Viacha, Cusco (3400 a 4200 m.; 13° 21” 40” S; 71° 49’
28”7 0).
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ANEXO 2: Principales datos pasaporte de las accesiones de olluco utilizadas en este estudio.

N° Nu(r::lFl;er Nt;\rg::;igzla g:ﬁ:, tii%i Pais Departamento Provincia Distrito Localidad IntFrich:z::i%n cons:rl\f:::?:ndii vitro Latitud Longitud
1 201001 Blanco llorén 19910506 PER Puno Puno Puno Puno 15/02/2009 3 afios 15°50'S 70°01"W
2 201002 Paucar oca 19910506 PER Puno Puno Puno Puno 15°50'S 70°01' W
3 201003 Ccantu de Huancarani 19910506 PER Puno Puno Puno Puno 15°50'S 70°01"W
4 201004 Zapallu de Huancarani 19910506 PER Puno Puno Puno Puno 15°50'S 70°01' W
5 201006 Ulluco verde oscuro 19910512 PER Piura Piura Piura Piura (mercado de) 05°11'S 80°37'W
6 201007 Ulluco verde claro 19910512 PER Piura Piura Piura Piura (mercado de) 15/02/2009 3 afios 05°11'S 80°37'W
7 201008 Ulluco amarillo 19910512 PER Piura Piura Piura Piura (mercado de) 05°11'S 80°37'W
8 201010 Ulluco blanco 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
9 201011 Ulluco rosado 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
10 201012 Ulluco azafrén 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
11 201013 Ulluco azafran 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
12 201015 Ulluco rosado 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
13 201016 Naranja de Contumaza 19910601 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Chamis 07°09'S 78°30' W
14 201017 Ulluco blanco 19910603 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Gelicano 07°04'S 78°20' W
15 201018 Rosado pecoso 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
16 201019 Ulluco rosado 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
17 201020 Ulluco rosado 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
18 201021 Ulluco rosado 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
19 201022 Ulluco verde 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
20 201023 Ulluco blanco 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
21 201024 Amarillo fiato 19910606 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Cajamarca 07°09'S 78°30' W
22 201025 Olluco rosado 19920822 PER Cajamarca Chota Chota Rojaspampa - Choctapata 11/02/1993 19 afios 06°33'S 78°38' W
23 201026 Olluco percala 19920822 PER Cajamarca Chota Chota Rojaspampa - Choctapata 11/02/1993 19 afios 06°33'S 78°38' W
24 201032 Olluco blogo ahumado 19920822 PER Cajamarca Chota Chota Rojaspampa 11/02/1993 19 afios 06°33'S 78°38' W
25 201034 Ulluco 19921019 PER Ancash Yungay Shupluy Cochayd 18/05/1993 19 afios 09°12'S 77°41"W
26 201035 Ulluco 19921019 PER Ancash Yungay Yungay Rayan 04/05/1993 19 afios 09°08'S 17°44'W
27 201036 Ulluco 19921019 PER Ancash Yungay Yungay Rayan 04/05/1993 19 afios 09°08'S 77°44'W
28 201038 Ulluco 19921019 PER Ancash Yungay Matacoto Chuchin 18/05/1993 19 afios 09°10'S 17°44'W
29 201039 Ulluco 19921020 PER Ancash Carhuaz Carhuac Huellapu 04/05/1993 19 afios 09°15'S 77°41"W
30 201040 Ulluco 19921020 PER Ancash Carhuaz Carhuac Huellapu 18/05/1993 19 afios 09°15'S 77°41"W
31 201049 Chaucha amarilla 19930606 PER Cajamarca Cajamarca Los Bafios del Inca Tartar Chico-Chin Chin 15/02/2009 3 afios 07°09'S 78°21'W
32 201050 Blanco percala 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Rambrampata 06°33'S 78°38' W
33 201051 Blanco 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Choctapata 15/02/2009 3 afios 06°33'S 78°38' W
34 201052 Rosado 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Rambrampata 06°33'S 78°38' W
35 201053 Pavon 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Lingan Grande 06°33'S 78°38' W
36 201054 Limefo 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Lingan Grande 15/02/2009 3 afios 06°33'S 78°38' W
37 201057 Mullo 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Choctapata 15/02/2009 3 afios 06°33'S 78°38' W
38 201058 Amarillo 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Choctapata 06°33'S 78°38' W
39 201060 Colorado chico 19930710 PER Cajamarca Chota Chota Rambrampata 06°33'S 78°38' W

40 201062 Rosado 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Apillani 16°14'S 69°05' W

41 201063 QanK'o sak'ampaya 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Apillani 16°14'S 69°05' W

42 201065 Rosado cheq'e chequifia 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Imicate 11/10/1997 15 afios 16°14'S 69°05'W

43 201066 Rojo 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Apillani 20/09/1997 15 afios 16°14'S 69°05' W

44 201067 K'ello 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Imicate 20/09/1997 15 afios 16°14'S 69°05'W
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N° N b Nombre_c!e B T .ci'e Pais Departamento Provincia Distrito Localidad feeha d-e' T|emp9 d.e . Latitud Longitud
umber Accesion Coleccion Introduccién conservacion in vitro

45 201070 K'ello sak'ampaya 19930820 PER Puno Chucuito Yunguyo Apillani 11/10/1997 15 afios 16°14'S 69°05' W
46 201071 Olluco 19920610 PER Cajamarca Hualgayoc Bambamarca Sumanhuay 11/02/1993 19 afios 06°45'S 78°36' W
47 201072 Olluco 19920610 PER Cajamarca Hualgayoc Bambamarca Sumanhuay 11/02/1993 19 afios 06°40'S 78°30'W
48 201073 Olluco 19920610 PER Cajamarca Hualgayoc Bambamarca Sumanhuay 11/02/1993 19 afios 06°40'S 78°30' W
49 201074 Olluco 19920610 PER Cajamarca Hualgayoc Bambamarca Sumanhuay 11/02/1993 19 afios 06°40'S 78°30'W
50 201075 Olluco 19920610 PER Cajamarca Hualgayoc Bambamarca Chaupilanche 11/02/1993 19 afios 06°40'S 78°30' W
51 201111 Kh'aillu lluca BOL La Paz Larecaja Chojchuni (Sorata) 15°50'S 68°40' W
52 201112 Lloquailla lluma BOL La Paz Larecaja Chojchuni (Sorata) 15°50'S 68°40'W
53 201115 Cheje ulluma BOL La Paz Larecaja Quiabaya (Sorata) 29/03/1996 16 afios 15°39'S 68°45'W
54 201116 Wila ulluco BOL La Paz Larecaja Quiabaya (Sorata) 15°39'S 68°45' W
55 201121 Papalisa BOL Oruro Cercado Oruro 02/02/2000 12 afios 17°58'S 67°07' W
56 201122 Papalisa BOL Oruro Cercado Oruro 17°58'S 67°07' W
57 201123 Papalisa BOL Potosi Tomés Frias Potosi (Manquiri) 19°36'S 65°40'W
58 201134 PER Cusco Calca Acchahuata (Amparaes) 25/12/1991 21 afios

59 201137 PER 25/12/1991 21 afios

60 201138 PER 25/12/1991 21 afios

61 201139 PER 25/12/1991 21 afios

62 201140 PER 25/12/1991 21 afios

63 201141 PER 25/12/1991 21 afios

64 201142 PER 25/12/1991 21 afios

65 201143 PER 25/12/1991 21 afios

66 201146 PER 25/12/1991 21 afios

67 201147 Grosella oscuro 19931027 PER Ancash Pallasca Conchucos Toldobamba 15/02/2009 3 afios 08°15'S 77°50' W
68 201148 Misha alargado 19931027 PER Ancash Pallasca Conchucos Toldobamba 20/09/1997 15 afios 08°15'S 77°50' W
69 201149 Misha redondo 19931027 PER Ancash Pallasca Conchucos Cayarenga 20/09/1997 15 afios 08°15'S 77°50' W
70 201150 Limon oscuro 19931027 PER Ancash Pallasca Conchucos Cayarenga 20/09/1997 15 afios 08°15'S 77°50' W
7 201153 Amarillo largo 19931027 PER Ancash Pallasca Conchucos Cayarenga 20/09/1997 15 afios 08°15'S 77°50' W
72 201155 PER Puno Puno Puno 15°50'S 70°01"W
73 201159 PER Puno Puno Puno 15°50'S 70°01'W
74 201160 PER Puno San Roméan Juliaca 15°29'S 70°08'W
75 201163 PER Cusco Cusco Cusco 13°31'S 71°59' W
76 201165 PER Cusco Cusco Cusco 13°31'S 71°59'W
77 201227 PER Puno Puno Puno 15°50'S 70°01'W
78 201228 PER Puno San Roméan Juliaca Juliaca (mercado de) 15°29'S 70°08' W
79 201236 PER Puno Puno Paucarcolla Paucarcolla 15°45'S 70°03' W
80 201238 PER Puno Puno Paucarcolla Paucarcolla (Cueva de Jimarca) 15°45'S 70°03' W
81 201239 PER Puno Puno Paucarcolla 15°45'S 70°03'W
82 201243 PER Puno San Romén Juliaca Juliaca (mercado de) 15°29'S 70°08' W
83 201245 PER Cusco Urubamba Chinchero Ayllupungu (Chinchero) 13°24'S 72°03' W
84 201248 PER Cusco Urubamba Ayllupungu (Chinchero) 13°24'S 72°03'W
85 201249 PER Cusco Urubamba Chinchero Ayllupungu (Chinchero) 13°24'S 72°03' W
86 201254 PER Cusco Urubamba Chinchero Ayllupungu (Chinchero) 13°24'S 72°03'W
87 201255 PER Cusco Urubamba Chinchero Mapa (Chinchero) 13°25'S 72°03' W
88 201256 PER Cusco Urubamba Chinchero Mapa (Chinchero) 13°25'S 72°03' W
89 201258 PER Cusco Paucartambo Paucartambo Pumapaccha (Paucartambo) 13°30'S 71°30'W
90 201259 PER Cusco Paucartambo Paucartambo Pacchapata (Paucartambo) 13°30'S 71°30'W
AN 201261 PER Cusco Biscuchone 13°30'S 71°30'W
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92 201262 PER Cusco Paucartambo Huancarani Huancarani 13°30'S 71°39' W
93 201263 PER Cusco Calca Pisaq Pisaq (mercado de) 13°25'S 71°51'W
94 201264 PER Cusco Calca Pisaq Pisaq (mercado de) 13°25'S 71°51'W
95 201265 PER Cusco Calca Pisaq Saraca (Pisac, mercado de) 13°25'S 71°51'W
96 201267 PER Cusco Calca Pisaq Saraca (Pisac, mercado de) 13°25'S 71°51'W
97 201271 PER Cusco Cusco Cusco Cusco (mercado de) 13°31'S 71°59' W
98 201272 PER Cusco Cusco Cusco Cusco (mercado de) 13°31'S 71°59' W
99 201273 PER Cusco Cusco Cusco Cusco 13°25'S 70°03'W
100 201277 PER Junin Tarma Huaricolca Huaricolca 24/04/1990 22 afios 11°30'S 75°39' W
101 201278 PER Huénuco Pachitea Chaglla Chaglla 03/04/1990 22 afios 09°48'S 75°52' W
102 201279 Moro ulluco PER Lima Cajatambo Oyén Ukruschaka 10°40'S 76°46' W
103 201280 Olluco anaranjado PER Lima Cajatambo Oyén Ukruschaka 10°40'S 76°46' W
104 201281 Qarwash PER Lima Cajatambo Oyén Ukruschaka 06/04/1990 22 afios 10°40'S 76°46' W
105 201282 PER Ancash Recuay Catac Shiki 09°47'S 77°25'W
106 201283 Patito PER Ancash Recuay Catac Shiki 24/04/1990 22 arios 09°47'S 77°25'W
107 201284 PER Ayacucho Lucanas Chavifia Chavifia 14°58'S 73°50' W
108 201285 Papa lisa PER Puno San Roméan Cabanillas Cupe 04/04/1990 22 afios 15°38'S 70°20' W
109 201288 Yuragq ulluco PER Apurimac Chincheros Uripa Totorabamba 24/04/1990 22 afios 13°31'S 73°40'W
110 201289 Rosado lisas PER Apurimac Grau Chuguibambilla Chuguibambilla 06/04/1990 22 afios 14°06'S 72°42' W
111 201292 Papa lisas PER Cusco Canchis Tinta Sullaya 14°08'S 71°24'W
112 201293 PER Ayacucho Huamanga Ayacucho Ayacucho 03/05/1990 22 afios 13°09'S 74°13' W
113 201294 PER Puno Chucuito Desaguadero Desaguadero 11/10/1997 15 afios 16°33'S 69°02' W
114 201307 BOL La Paz Lerecaja Sorota Sorota 02/02/1998 14 afios 15°45'S 68°35'W
115 201310 PER Cusco Paucartambo Pampacocha (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

116 201311 PER Cusco Calca Cuyo Gra (Pisac) 25/12/1991 21 afios

117 201312 PER Cusco Calca Ampay (Pisac) 25/12/1991 21 afios

118 201313 PER Cusco Urubamba Ayllupunco (Chinchero) 25/12/1991 21 afios

119 201314 PER Cusco Paucartambo Biscochoni 25/12/1991 21 afios

120 201315 Huahuaquepe PER Cusco Paucartambo Cesacpata (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

121 201316 PER Cusco Calca Cuyo Gra (Pisac) 25/12/1991 21 afios

122 201317 Huahuaquepe PER Cusco Urubamba Ayllupunco (Chinchero) 25/12/1991 21 afios

123 201318 PER Cusco Paucartambo Huaynapata (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

124 201319 PER Cusco Urubamba Marao (Chinchero) 25/12/1991 21 afios

125 201320 Papa lisas PER Cusco Urubamba Ayllupunco (Chinchero)

126 201321 Huahuaquepe PER Cusco Paucartambo Cesacpata (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

127 201322 Huahuaquepe PER Cusco Urubamba Ayllupunco (Chinchero) 25/12/1991 21 afios

128 201323 PER Cusco Calca Sacaca (Pisac) 25/12/1991 21 afios

129 201324 PER Cusco Calca Cuyo Grande (Pisac) 25/12/1991 21 afios

130 201325 PER Cusco Paucartambo Pumapacchi (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

131 201327 PER Cusco Paucartambo Biscochoni (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

132 201328 PER Cusco Urubamba Palccaraqui (Chinchero) 25/12/1991 21 afios

133 201329 PER Cusco Paucartambo Sarcco (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

134 201330 PER Cusco Paucartambo Huancarani (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios 13°39'S 71°39' W
135 201331 PER Cusco Paucartambo Pumapacchi (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

136 201332 PER Cusco Paucartambo Pacpapata (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

137 201333 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

138 201334 PER Cusco Calca Ampay (Pisac) 25/12/1991 21 afios
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139 201335 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

140 201337 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

141 201338 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

142 201339 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

143 201341 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

144 201342 PER Cusco Cispicanchi Ccutupucyo (Ccutupucyo) 25/12/1991 21 arios

145 201343 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

146 201345 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

147 201346 19870000 PER Cusco? 25/12/1991 21 afios

148 201349 19870000 PER Cusco Paucartambo Huancagniyoc 25/12/1991 21 afios

149 201351 PER Cusco Paucartambo Huancagniyoc (Huasag) 25/12/1991 21 afios

150 201352 PER Cusco Paucartambo Kata Cancha (Huancarani-Quifier) 25/12/1991 21 afios 13°39'S 71°39' W
151 201353 PER Cusco Paucartambo Chusocani (Huancarani-Pitucancha) 25/12/1991 21 afios 13°39'S 71°39' W
152 201354 PER Cusco Paucartambo Chusocani (Huancarani-Pitucancha) 25/12/1991 21 afios 13°39'S 71°39' W
153 201355 PER Cusco Paucartambo Quifier (Huancarani-Quifier) 25/12/1991 21 afios 13°39'S 71°39' W
154 201356 PER Cusco Quispicanchi Ccasapata (Quispicanchi-Cuyuni) 25/12/1991 21 afios

155 201357 PER Cusco Quispicanchi Quespeccasa (Quispicanchi-Ccopi) 25/12/1991 21 afios

156 201358 PER Cusco Quispicanchi Ccoyapampa (Quispicanchi) 25/12/1991 21 afios

157 201359 PER Cusco Quispicanchi Hatun Rumi (Ocongate) 25/12/1991 21 afios

158 201360 PER Cusco Paucartambo Afiubamba (Paucartambo) 25/12/1991 21 afios

159 201361 PER Cusco Paucartambo Moccopata (Huancarani-Chusa) 25/12/1991 21 afios

160 201362 PER Cusco Paucartambo Llaulipampa (Huancarani) 25/12/1991 21 afios

161 201364 PER Cusco Paucartambo Pitucancha (Huancarani) 25/12/1991 21 afios

162 201365 PER Cusco Paucartambo Pitucancha (Huancarani) 25/12/1991 21 afios

163 201367 PER Cusco Paucartambo Jayahuana (Challabamba) 25/12/1991 21 afios

164 201368 PER Cusco Quispicanchi Chuchapaya (Ccatcca) 25/12/1991 21 afios

165 201369 PER Cusco Paucartambo Pitucancha (Huancarani) 25/12/1991 21 afios

166 201370 PER 25/12/1991 21 afios

167 201371 PER Huancavelica Tayacaja Coris Coris 12°34'S

168 201373 Huariaca PER Junin Tarma Huaricolca Huaricolca 11°30'S 75°39' W
169 201374 PER Junin Tarma Huaricolca Huaricolca 11°30'S 75°39'W
170 201375 Ulluco PER Pasco Pasco Paucartambo La Victoria 10°46'S 75°48' W
171 201377 PER Pasco Pasco Paucartambo La Victoria 20/09/1997 15 afios 10°46'S 75°48' W
172 201378 PER Pasco Pasco Yanacancha San Miguel 20/09/1997 15 afios 10°29'S 76°30' W
173 201379 PER Cajamarca San Ignacio San Ignacio San Ignacio 05°07'S 78°59'W
174 201380 PER Amazonas Chachapoyas Granada Granada 15/02/2009 3 afios 06°03'S 77°36' W
175 201381 PER Amazonas Chachapoyas Granada Granada 06°03'S 77°36' W
176 201382 PER Amazonas Chachapoyas Leimebamba Quinramachay 06°33'S 77°48' W
177 201383 PER Amazonas Chachapoyas Leimebamba Quinramachay 06°33'S 77°48' W
178 201384 PER Cajamarca Cajamarca Encafiada La Encafiada 20/09/1997 15 afios 07°04'S 78°20'W
179 201385 PER Cajamarca Cajamarca Cajamarca Pariamarca 07°09'S 78°30' W
180 201387 PER Cajamarca Chota Chota Cumalca 20/09/1997 15 afios 06°33'S 78°38' W
181 201388 PER Cajamarca Cutervo Cutervo Angurra 06°22'S 78°48' W
182 201389 Olluco PER Cajamarca Santa Cruz Santa Cruz San Juan de Dios 06°37'S 78°56' W
183 201390 PER Lima Huaral Atavillos Altos Pasac 20/09/1997 15 afios 11°13'S 76°39' W
184 201391 PER Lima Cajatambo Oyén Ukuschaka 10°40'S 76°46' W
185 201394 PER Ancash Recuay Pampas Tunkumachay 10°06'S 77°23'W
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186 201396 PER Ancash Bolognesi Cajacay Segespampa 15/02/2009 3 afios 10°09'S 77°26' W
187 201397 PER Ancash Bolognesi Cajacay Segespampa 20/09/1997 15 afios 10°09'S 77°26' W
188 201398 PER Ancash Bolognesi Chiquian Chiquian 15/02/2009 3 afios 10°08'S 77°09' W
189 201399 PER Ancash Recuay Catac Shiki 20/09/1997 15 afios 09°47'S 77°25'W
190 201400 PER Ancash Recuay Catac Shiki 09°47'S 77°25'W
191 201401 PER Ancash Recuay Catac Shiki 20/09/1997 15 afios 09°47'S 77°25'W
192 201402 PER Ancash Huaraz Huaraz Huaraz 09°31'S 77°31'W
193 201403 PER Ancash Sihuas Sihuas Palo Seco 08°33'S 77°31'W
194 201404 PER Ancash Sihuas Sicsibamba Tashta 08°37'S 77°31'W
195 201406 PER Ancash Sihuas Sicsibamba Tashta 11/10/1997 15 afios 08°37'S 77°31'W
196 201407 PER Ancash Sihuas Cashapampa Pasacancha 08°33'S 77°39' W
197 201408 PER Ancash Sihuas Cashapampa Pasacancha 08°33'S 77°39' W
198 201409 PER Ancash Sihuas Cashapampa Pasacancha 08°33'S 77°39' W
199 201410 PER Ancash Sihuas Cashapampa Pasacancha 08°33'S 77°39' W
200 201411 PER La Libertad Otuzco Otuzco Otuzco 20/09/1997 15 afios 07°53'S 78°33' W
201 201412 PER La Libertad Otuzco Otuzco Otuzco 14/05/1997 15 afios 07°53'S 78°33' W
202 201413 PER La Libertad Otuzco Otuzco Otuzco 20/09/1997 15 afios 07°53'S 78°33' W
203 201414 PER La Libertad Otuzco Otuzco Otuzco 20/09/1997 15 afios 07°53'S 78°33' W
204 201415 PER La Libertad Otuzco Agallpampa Motil 20/09/1997 15 afios 07°58'S 78°32'W
205 201416 PER La Libertad Otuzco Agallpampa Motil 20/09/1997 15 afios 07°58'S 78°32'W
206 201417 PER La Libertad Sanchez Carridn Huamachuco La Ramada 07°48'S 78°02' W
207 201418 PER La Libertad Sénchez Carrién Huamachuco Yamobamba 07°48'S 78°02' W
208 201419 Olloco rojo PER La Libertad Sanchez Carridn Huamachuco Yamobamba 07°48'S 78°02' W
209 201420 PER La Libertad Sénchez Carrién Huamachuco Yamobamba 07°48'S 78°02' W
210 201421 Olloco rojo PER La Libertad Sanchez Carridn Huamachuco Yamobamba 07°48'S 78°02' W
211 201422 Olloco verde claro PER La Libertad Sanchez Carrién Huamachuco Yamobamba 07°48'S 78°02' W
212 201424 Papa lisa larga PER Puno Puno Puno Puno 15°50'S 70°01"W
213 201425 PER Junin? Huancayo? 20/09/1997 15 afios

214 201426 PER Junin? Huancayo? 20/09/1997 15 afios

215 201427 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huénchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
216 201428 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huanchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
217 201429 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huénchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
218 201430 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huanchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
219 201431 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huénchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
220 201432 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huanchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
221 201433 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huanchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
222 201434 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huénchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
223 201435 PER Junin Concepcion Santa Rosa de Ocopa Huanchar 15/02/2009 3 afios 11°52'S 75°17'W
224 201436 Rosado 19930606 PER Cajamarca Cajamarca Los Bafios del Inca Chaquil-El Capuli 15/02/2009 3 afios 07°09'S 78°271'W
225 201437 PER Piura Huancabamba Huancabamba Tocllapite 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
226 201438 PER Piura Huancabamba Huancabamba Tocllapite 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
227 201439 PER Piura Huancabamba Huancabamba Tocllapite 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
228 201440 PER Piura Huancabamba Huancabamba Tocllapite 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
229 201442 PER Piura Huancabamba Huancabamba Tocllapite 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
230 201443 PER Piura Huancabamba Huancabamba Cerro Burro, Cacerio La Lima 20/09/1997 15 afos 05°14'S 79°26' W
231 201444 PER Piura Huancabamba Huancabamba Cerro Burro, Cacerio La Lima 20/09/1997 15 afos 05°14'S 79°26' W
232 201445 PER Piura Huancabamba Huancabamba Cerro Burro, Cacerio La Lima 15/02/2009 3 afios 05°14's 79°26' W
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233 201446 PER Piura Huancabamba Huancabamba Cerro Burro, Cacerio La Lima 15/02/2009 3 afios 05°14's 79°26' W
234 201447 PER Piura Huancabamba Huancabamba Parcelacion Chivato- Juzagara 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
235 201448 PER Piura Huancabamba Huancabamba Parcelacion Chivato- Juzagara 15/02/2009 3 afios 05°14's 79°26' W
236 201449 PER Piura Huancabamba Huancabamba Parcelacion Nueva Esperanza 15/02/2009 3 afios 05°14'S 79°26' W
237 201450 PER Pasco Pasco Huachén Quiparacra 10°38'S 75°56' W
238 201451 PER Pasco Pasco Huachén Quiparacra 20/09/1997 15 afios 10°38'S 75°56' W
239 201452 PER Pasco Pasco Huachoén Huachén 20/09/1997 15 afios 10°38'S 75°56' W
240 201453 PER Pasco Pasco Huachén Huachén 15/02/2009 3 afios 10°38'S 75°56' W
241 201454 PER Pasco Pasco Huachoén Huachén 20/09/1997 15 afios 10°38'S 75°56' W
242 201455 PER Pasco Pasco Huachén Huachén 15/02/2009 3 afios 10°38'S 75°56' W
243 201457 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
244 201458 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
245 201459 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
246 201460 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 14/05/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
247 201461 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
248 201462 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
249 201463 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 14/05/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
250 201464 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
251 201465 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
252 201466 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 10°51'S 76°06' W
253 201467 PER Pasco Pasco Ninacaca Chipa 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
254 201468 PER Pasco Pasco Ninacaca Carhuac 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
255 201469 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
256 201470 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
257 201471 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 16/04/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
258 201473 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 16/04/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
259 201474 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 14/05/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
260 201475 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 20/09/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
261 201476 PER Pasco Pasco Ninacaca Socorro 16/04/1997 15 afios 10°51'S 76°06' W
262 201479 PER Pasco? Pasco? 16/04/1997 15 afios
263 201480 PER Pasco? Pasco? 16/04/1997 15 afios
264 201481 PER Pasco? Pasco? 16/04/1997 15 afios
265 201483 PER Junin Tarma Tapo 12/02/1996 16 afios 11°23'S 75°33' W
266 201489 PER 20/09/1997 15 afios
267 201490 PER 20/09/1997 15 afios
268 201492 PER Cajamarca 15/02/2009 3 afios
269 201494 PER Cajamarca 15/02/2009 3 afios
270 201495 PER Cajamarca 15/02/2009 3 afios
21 201496 PER Cajamarca 15/02/2009 3 afios
272 201497 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
273 201499 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
274 201501 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
275 201502 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
276 201503 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
277 201504 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
278 201505 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
279 201506 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
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280 201507 PER Junin? 17/12/2009 3 afios
281 201508 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
282 201510 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
283 201511 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
284 201513 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
285 201514 PER Junin? 15/02/2009 3 afios
286 201517 19920000 PER Puno? 29/04/2010 3 afios
287 201519 19920000 PER Puno? 15/02/2009 3 afios
288 201522 Olluco PER Cajamarca Santa Cruz Santa Cruz San Juan de Dios 29/04/2010 3 afios 06°37'S 78°56' W

Los subcultivos del material conservado se realizan una vez por afio.
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ANEXO 3: Lista y detalles de los protocolos de AFLP. El protocolo esta basado en Vos et al. (1995) y optimizado para usar todos los reactivos
en el CIP.

A. Digestion B. Ligacion
Reactivo 1 Rx (uL) Reactivo 1 Rx (uL)
Tampon de restriccion 5X 8 T4 Tampon de ligacion NEB (10X) 2
Cloruro de sodio (0.5 M) 4 Cloruro de sodio (0.5 M) 1
Suero de albimina bovina (10 mg/mL) 0.4 ATP (10 mM) 1
Mse | NEB (10 U/L) 0.5 Suero de albumina bovina (10 mg/mL) 0.1
Eco RI NEB (20 U/L) 0.25 Adaptador Mse (50 uM) 1
ADN 500ng Adaptador Eco (50 uM) 1
Agua libre de nucleasas Up to 40 uL T4 ADN ligasa NEB (2000 U/uL) 0.035
Agua libre de nucleasas Up to 10 uL
Incubar por 3 h a 37 °C. No inactivar la enzima de
restriccion
Incubar toda la noche (16 h) a temperatura ambiente (20 -
25 °C)
C. Amplificacion Preselectiva D. Amplificacion selectiva
Reactivo 1 Rx (uL) Reactivo 1 Rx (ul)
Tampén de PCR 10X 2.5 Tampo6n de PCR 10X 1.1
Desoxiribonucleotidos (5 mM) 1.25 Desoxiribonucleotidos (5 mM) 0.6
Iniciador E-00 (50 ng/uL) 1 Iniciador E+3 (50 ng/uL) 0.5
Iniciador M-00 (50 ng/uL) 1 Iniciador M+3 (50 ng/uL) 0.2
Taq Polimerasa N (1:2) 0.1 Taq Polimerasa P (1:4) 0.12
Producto de digestion-ligacion diluido
(1:4) 5 Producto de preamplificacién diluido (1:10) 5
Agua libre de nucleasas Up to 25 uL Agua libre de nucleasas Upto 10 ul

Usar tampdn T10EO.1 para las diluciones. Los rangos de dilucion pueden ser modificados de acuerdo a la intensidad de las
bandas.
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PCR- Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Las condiciones PCR para los marcadores AFLP tienen dos diferentes programas llamados

Pre-amplificacion y Amplificacion Selectiva:

Pre-amplificacion:

1° paso 1 ciclo de 94°C por 4 minutos

2° paso 20 ciclo de 94°C por 30 segundos
56°C por 30 segundos
72°C por 60 segundos

3° paso 1 ciclo de 72°C por 4 minutos

Amplificacion Selectiva:

1° paso 1 ciclode 94°C por 4 minutos

2°paso 11  ciclode 94°C por 20 segundos
66°C por 30 segundos (-1°C por ciclo)
72°C por 2 minutos

3° paso 20 ciclo de 94°C por 20 segundos
56°C por 30 segundos

72°C por 2 minutos

4° paso 1 ciclo de 72°C por 4 minutos
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ANEXO 4: Lista de descriptores de olluco (IPGRI/CIP, 2003).

DESCRIPTORES DE LA PLANTA

Datos vegetativos

1.  Porte de la planta
1 Erecta

2 Rastrera

2.  Elongacion de tallos
0 Ausencia de tallos elongados
1 Tallos elongados erectos
2 Tallos elongados decumbentes

3 Tallos elongados rastreros

3. Color de los tallos
1 Verde amarillento claro (145 A-D)
2 Verde amarillento claro predominante (145 A-D) con rojo claro (rosado) (51C, D)
irregularmente distribuido a lo largo del tallo
3 Rojo grisaceo predominante (178B) con verde amarillento (146C, D)
irregularmente distribuido a lo largo del tallo
4 Rojo grisaceo (178A,B; 182A,B)

4.  Pigmentacion de aristas/angulos en los tallos
0 Ausente
1 Presente

5. Formade lalamina
1 Ovada
2 Cordada
3 Deltoide

4 Semi-reniforme
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10.

11.

12.

Color de follaje
1 Verde amarillento claro (145A, 146D)
2 Verde amarillento (146A)

3 Verde amarillento oscuro (147A)

Color del envés

1 Verde amarillento claro (146B-D)

2 Verde amarillento claro (146B-D) con purpura rojizo (59A-D)
3 Purpura rojizo* (59A-D)

Color del peciolo

1 Verde amarillento claro (144A-D)

2 Verde amarillento (144 A,B; 146A-C) con arista/ angulo pigmentado
3 Rojo grisaceo predominante (178A-D) con verde amarillento (146B)

4 Parpura grisaceo predominante (183D) con verde amarillento (146B)

Habito de floracion
0 Ausente

3 Escasa

5 Moderada

7 Abundante

Forma del eje de la inflorescencia (raquis)
1 Predominantemente recto

2 Predominantemente en zigzag

Color del eje de la inflorescencia (raquis)
1 Verde amarillento claro (144 A-D)

2 Verde amarillento (144A,B; 146B-D) con purpura rojizo (58A,B) irregularmente

distribuido
3 Purpura rojizo predominante (58A; 59A,B) con verde

Color de los sépalos
1 Verde amarillento (150D; 154C,D)
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13.

14.

15.

16.

2 Pdrpura rojizo claro (58C,D)
3 Parpura rojizo (58A; 59A,B)

Color de los pétalos

1 Verde amarillento (151C,D)

2 Verde amarillento (151C,D) con &pice purpura rojizo (59B-D)

3 Verde amarillento (151C,D) con apice y bordes parpura rojizo (59A-C)
4 Purpura rojizo (59A,B) con fondo amarillo naranja (14C; 15C,D)

Tendencia a formar flores con mas de cinco pétalos
0 Ausente

1 Presente

Datos del tubérculo

Color predominante de la superficie de los tubérculos
1 Verde amarillento (145B-D,147D, 148D)
2 Blanco amarillento (8D)

3 Amarillo (10A)

4 Amarillo oscuro (13B)

5 Amarillo grisaceo (162C)

6 Amarillo naranja (19A)

7 Naranja palido (22A; 24B)

8 Naranja (26A,B)

9 Naranja rojizo (33A)

10 Rojo claro (rosado) (51C,D)

11 Rojo (46D)

12 Purpura rojizo (61A)

Color secundario de la superficie de los tubérculos
0 Ausente

1 Blanco amarillento (4D)

2 Rojo palido (rosado) (54C)

3 Purpura rojizo (61A)
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17.

18.

19.

20.

21.

Distribucion del color secundario de la superficie de los tubérculos

0 Ausente
1 Ojos
2 Irregularmente distribuido

3 Ojos e irregularmente distribuidos

Tendencia a la produccion de quimeras
0 Ausente

1 Presente

Forma general del tubérculo
1 Redondo

2 Cilindrico

3 Semifalcado

4 Retorcido

Color de la zona cortical

1 Verde amarillento (145B,C)

2 Blanco amarillento (4D)

3 Amarillo (12C; 13A)

4 Naranja (26A)

5 Naranja rojizo (33A-D)

6 Rojo claro (rosado) (50C; 51C,D)
7 Rojo (46D, 53B)

8 Parpura rojizo (61A)

Color del cilindro central

1 Verde amarillento (145B,C)
2 Blanco (155A-D)

3 Blanco amarillento (4D)

4 Amarillo (12C; 13A)

5 Naranja amarillento (20B)
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ANEXO 5: Composicion de sales de Murashigue y Skoog (1962) para medios de

cultivo de olluco.

Componentes mg/I
Macronutrientes

KNO; 1900
NH;NO3 1650
CaCl,.2H,0 440
MgSQ,.7H,0 370
KH,PO,4 170
Micronutrientes

FeSO,4.7H,0 27.8
Na,EDTA 37.3
MnS04.4H,0 22.3
ZnS04.7H,0 8.6
H3BO3 6.3
KL 0.83
NazMOO4.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.H,0 0.025
Murashigue 'y Skoog,

1962.
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ANEXO 6: Composicién de los medios de cultivo utilizado para micropropagacion y

conservacion in vitro de olluco en el CIP.

Solucion madre

Agua destilada c.s.p 250 mL
Glicina HCL 0.500 g
Acido Nicotinico 0.125¢
Piridoxina HCL 0.125¢
Tiamina HCL 0.025¢
Myo- Inositol 25¢

Dispensar en viales de 2ml (Usar 1 Ml /L)

Medio de propagacion

Agua destilada c.s.p 1000 ml
MS 1 Litro
Solucién Madre 1ml
Sucrosa 209
Pantotenato de Calcio (1000 ppm) 2ml
Agar/ Phytagel 79/39g
pH =5.6
Medio de conservacion
Agua destilada c.s.p 1000 ml
MS 1 Litro
Solucién Madre 1ml
Sucrosa 209
Pantotenato de Calcio (1000 ppm) 2ml
Sorbitol (Mannitol) 40 g/ 30 g /209
Agar 7Qr.
18 -22 °C, 3000 Lux y 16 h luz pH =5.6
Medio para meristemas
Agua destilada c.s.p 1000 ml
MS 1 Litro
Solucion Madre 1ml
Sucrosa 309
Pantotenato de Calcio (1000 ppm) 2 ml.
Ac. Giberélico (1000ppm) 0.5 mil
Agar/Phytagel 7 gr/ 39
pH =5.6
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