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RESUMEN

El presente estudio tiene por objetivo determinar las caracteristicas genotipicas
de 10 variedades de papas nativas (Solanum spp.) del distrito de Paucartambo-Pasco con
el empleo de marcadores moleculares microsatélite (SSR). Se utiliz6 un enfoque
cuantitativo mediante un enfoque experimental que incluyo la extraccion y cuantificacion
del material genético, el ADN, luego su posterior amplificacion mediante PCR y
evaluacion de secuencias fragmentadas por electroforesis en gel de poliacrilamida. A fin
de realizar la evaluacion de la variabilidad a nivel genético, se emplearon 10 marcadores
SSR previamente reportados en estudios similares. Se evidenci6 a partir con base en los
datos obtenidos una baja diversidad genética dentro de los ejemplares analizados, con
valores reducidos de heterocigosidad observada y esperada, asi como un indice de
informacion polimérfica (PIC) menor al esperado. Estos resultados indican que los 10
marcadores SSR utilizados tienen una aplicabilidad reducida para evaluar la diversidad
genética en los cultivares nativos de papa, lo que resalta la necesidad de emplear un
mayor nimero de marcadores o métodos complementarios para estudios mas precisos.
Se concluye que, aunque la caracterizacion genotipica mediante microsatélites constituye
un medio valioso para la identificacion de variedades, su capacidad para capturar la
variabilidad genética en cultivos con alta endogamia puede ser restringida.

Palabras clave: diversidad genética, marcadores microsatélites, Solanum spp.,

heterocigosidad, polimorfismo, conservacion genética.
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ABSTRACT
The purpose of this study is to determine the genotypic characteristics of 10 native
local potato (Solanum spp.) varieties from Paucartambo-Pasco using microsatellite (SSR)
molecular markers. A quantitative approach with an experimental design was used,
including DNA extraction and quantification, amplification via PCR, and fragment
analysis through polyacrylamide gel electrophoresis. Genetic diversity was assessed
using 10 SSR markers previously reported in similar studies. The results showed low
genetic variability among the analyzed samples, with reduced observed and expected
heterozygosity values, as well as a lower-than-expected polymorphic information content
(PIC). These findings suggest that the selected batch of 10 microsatellite markers has low
suitability for evaluating genetic diversity in Native potato varieties, highlighting the
necessity for increased number of markers or complementary methods for more accurate
assessments. It is concluded that, although genotypic characterization using
microsatellite markers is useful for variety identification, its ability to capture genetic

variability in highly inbred crops may be restricted.
Keywords: genetic diversity, microsatellite markers, Solanum spp.,

heterozygosity, polymorphism, genetic conservation.
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INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum) se ha consolidado entre los cultivos
de mayor relevancia, trascendental a nivel internacional, es reconocida por su riqueza
nutricional y su papel esencial dentro de la seguridad alimentaria. En América Latina, y
particularmente en Peru, el cultivo de la papa se ha constituido como una actividad
agricola de gran relevancia, no tinicamente desde una perspectiva econdmica, ademas de
constituir un elemento clave de la identidad cultural y de la biodiversidad agricola
(Gabriel et al., 2018). La zona andina es reconocida como el centro primario de
domesticacion y diversificacion de este cultivo, albergando una amplia variedad de
ecotipos y genotipos adaptados a diversas condiciones agroecoldgicas (De la Cruz et al.,
2020).

En las ultimas décadas, el desarrollo de la agricultura intensiva y la introduccion
de variedades comerciales han generado una disminucion en la variabilidad genética en
lo que corresponde a las papas nativas. Este proceso de erosion genética amenaza la
conservacion de recursos fitogenéticos valiosos, los cuales podrian desempefiar un papel
crucial en la adaptacion del cultivo a desafios futuros incluyendo el cambio en las
condiciones climéaticas y la proliferacion de plagas emergentes y enfermedades (Apaza
et al., 2023). Por ello, la caracterizacion genética de estas variedades se ha convertido en
una prioridad para la biotecnologia y la mejora genética vegetal (Gabriel et al., 2018).

El estudio de la diversidad genética de la papa ha sido tradicionalmente evaluada
mediante caracterizaciones morfologicas y agronomicas, las cuales han permitido
identificar y describir numerosas variedades nativas (Palomino et al., 2009).

Sin embargo, estas metodologias presentan limitaciones debido a la influencia del
ambiente en la expresion fenotipica y a la subjetividad en la evaluacion de caracteres. En

la era actual, la implementacion de tecnologias moleculares ha revolucionado el estudio



de la diversidad genética, proporcionando herramientas mas precisas y objetivas para la
caracterizacion de los recursos fitogenéticos (Roca, 2015).

El empleo de herramientas moleculares ha permitido avances significativos
durante el proceso investigativo sobre la diversidad genética de la papa. Entre estas
herramientas, los marcadores microsatélites (SSR, Simple Sequence Repeats) han sido
ampliamente utilizados por su capacidad de detectar polimorfismos a nivel del acido
desoxirribonucleico (ADN), su reproducibilidad y su utilidad en investigaciones sobre
diversidad genética y reconocimiento de variedades y analisis filogenéticos (De la Cruz
et al., 2020). No obstante, la eficacia de estos marcadores puede variar dependiendo del
nimero y tipo de loci utilizados, lo que plantea la necesidad de evaluar su aplicabilidad
en estudios de poblaciones locales (Roca, 2015).

En este contexto, la intenciéon de este trabajo académico es caracterizar la
diversidad genética de 10 variedades nativas de papa del distrito de Paucartambo-Pasco
mediante el uso de marcadores SSR. Con esta investigacion, se busca contribuir al
conocimiento sobre la estructura genética de estas variedades y generar informacion que
facilite su conservacion y uso como parte de estrategias de mejoramiento genético.

Este informe de tesis se estructura en cuatro capitulos como se detalla a
continuacion:

Capitulo I: Se expone la problematica de investigacion.

Capitulo II: Se desarrolla el marco tedrico correspondiente.

Capitulo III: Se describe el enfoque metodoldgico empleado y las técnicas de
investigacion utilizadas.

Capitulo IV: Se presentan los resultados generados por la investigacion y su

respectiva discusion.
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1.1.

CAPITULO I
PROBLEMA DE INVESTIGACION
Identificacion y determinacion del problema

La papa (Solanum tuberosum L.) se posiciona como el cuarto cultivo
alimenticio mas importante a nivel mundial, después del maiz, el trigo y el arroz,
desempefiando un papel determinante en la sostenibilidad alimentaria global. Este
tubérculo, originario de las culturas preincaicas e incaicas, ha sido cultivado en
América del Sur a lo largo de alrededor de 8,000 afios. En Peru, se han
identificado mas de 3,000 variedades de papas nativas, lo que refleja una notable
diversidad genética y una riqueza cultural significativa (FAO, 2024).

En el contexto nacional, las papas nativas representan aproximadamente
el 22% del area cultivada de papa en Pert, distribuidas en 19 de las 26 regiones
del pais. Sin embargo, esta diversidad ain no ha sido completamente
caracterizada a nivel regional ni comunitario. Cada comunidad posee diferentes
especies y variedades de papas nativas que no forman parte de centros de
conservacion genética, y se desconoce el grado de "similitud genética" entre ellas

(De la Cruz et al., 2020).



En el contexto local, la region de Pasco se encuentra en la region central
andina del Pert, donde las papas nativas se cultivan a mas de 3,500 m s. n. m.
Esta diversidad podria ser de gran utilidad para programas de mejoramiento
genético. La Universidad Nacional Daniel Alcides Carrion (UNDAC) ha iniciado
un proyecto para construir un banco de coleccion de germoplasma de variedades
nativas de papa representativas de la region. De una coleccion inicial de 358
variedades locales, se seleccionaron 40 para su evaluacion y caracterizacion
mediante descriptores morfoldgicos, marcadores SSR y diferentes grados de
ploidia (Zevallos et al., 2023).

Tradicionalmente, la caracterizacion de las variedades de papa se ha
basado en rasgos morfologicos y fisioldgicos, como la arquitectura de la planta,
la morfologia del tubérculo y la coloracion externa e interna. Sin embargo, en la
actualidad, los programas de mejoramiento enfatizan el uso de técnicas genéticas
y moleculares avanzadas para desarrollar variedades superiores con
caracteristicas mejoradas y mayor rendimiento. (Apaza et al., 2023). La
caracterizacion de especies silvestres de papa es esencial antes de implementarlas
en programas de mejoramiento. Los marcadores moleculares, particularmente los
microsatélites (SSR), se utilizan ampliamente para estudiar genotipos
estrechamente relacionados debido a su codominancia, especificidad de locus,
reproducibilidad y capacidad para una genotipificacion de alto rendimiento
(Bhardwaj et al., 2023).

En este contexto, en el presente estudio, de un total de 206 variedades de
papas nativas identificadas en la region de Pasco, se seleccionaron 10 para una
caracterizacion genética detallada. La seleccion se basod en criterios como su

destacada calidad agrondmica, adaptabilidad a las condiciones agroecoldgicas



1.2.

1.3.

locales y su relevancia cultural y econdémica para las comunidades de la zona.
Estas variedades incluyen "Papa rosada", "Ishco puro", "Pifia negra", y entre
otras mas. La caracterizacion genética de estas variedades es esencial para su
conservacion y con miras a su inclusion en programas de mejora genética,
contribuyendo asi a la seguridad alimentaria y al desarrollo sostenible de la
agricultura en la region.
Delimitacion de la Investigacion
1.2.1. Delimitacion temporal

El presente trabajo de investigacion se ejecutd entre el periodo
comprendido de diciembre del 2019 y abril del 2020.
1.2.2. Delimitacion geografica

Una parte de este trabajo de investigacion se ejecuto en la localidad del
distrito de Paucartambo, departamento de Pasco. De la misma forma, otra gran
parte del estudio se desarrolld en las instalaciones de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia(UPCH), la cual esté4 localizada en San Martin de Porres, ciudad
de Lima, departamento de Lima.
Formulacion del problema
1.3.1. Problema general

(Cuales seran las caracteristicas genotipicas con marcadores moleculares
microsatélite de 10 variedades de papas nativas (Solanum spp.) del distrito de
Paucartambo-Pasco?
1.3.2. Problemas especificos

> (Cudl es el procedimiento para extraer y cuantificar el ADN de 10

variedades de papas nativas (Solanum spp.) del distrito de

Paucartambo-Pasco?



1.4.

1.5.

» (Cudl es la calidad del ADN de 10 variedades de papas nativas
(Solanum spp?) del distrito de Paucartambo-Pasco?
» (Cudl es el contenido de informacion polimoérfica de 10 variedades
de papas nativas (Solanum spp?) del distrito de Paucartambo-Pasco?
Formulacion de objetivos
1.4.1. Objetivo general
Determinar las caracteristicas genotipicas mediante marcadores
moleculares microsatélite de 10 variedades de papas nativas (Solanum spp.) del
distrito de Paucartambo-Pasco.

1.4.2. Objetivos especificos

> Establecer el procedimiento para la extraccion y cuantificacion del
ADN de 10 variedades de papas nativas (Solanum spp.) del distrito
de Paucartambo, Pasco.
> Evaluar la calidadjdel ADN extraido de 10 variedades de papas
nativas (Solanum spp.) del distrito de Paucartambo, Pasco.
» Determinar el contenido de informacion polimérfica mediante el uso
de marcadores microsatélite en 10 variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de Paucartambo, Pasco.
Justificacion de la investigacion
Este trabajo de investigacion tiene gran incidencia en el ambito
economico y sobre todo en el &mbito cientifico, porque es de suma importancia
conocer y divulgar las variedades genéticas de papas nativas de nuestra region
Pasco. Los resultados generados a partir de investigacion “Analisis genotipico
con marcadores moleculares microsatélite de 10 variedades de papas nativas

(Solanum spp.) del distrito de Paucartambo-Pasco “, permitirdn obtener el uso



1.6.

adecuado de los recursos genéticos, en conservacion y mejoramiento genético, y
esa manera la seguridad alimentaria pueda estar garantizada y asegurada a través
de la demanda de variedades, con caracteristicas particulares.
Limitaciones de la investigacion

La tesis se enfocara tnicamente en el estudio genotipico, la investigacion
no tendra como producto un mejoramiento genético especifico. Las variedades
de papa que seran analizadas en esta investigacion, serviran solo como referencia
de las variedades localizadas en Pasco; existe la posibilidad que existan en nuestra
region una cantidad mas considerable. Esta tesis se enfocara unicamente en el
analisis genotipico, la investigacion no tendrd como producto un mejoramiento
genético especifico. Las variedades de papa que serdn analizadas en esta
investigacion, servirdn solo como referencia de las variedades que se encuentran
en Pasco; existe la posibilidad que existan en nuestra region una cantidad mas

considerable.



2.1.

CAPITULO I
MARCO TEORICO

Antecedentes de estudio

Tenorio y De La Cruz (2020), en su trabajo de investigacion titulado
“Analisis de la diversidad de papas (Solanum spp.) con marcadores moleculares
microsatélite de los distritos de Secclla y Santo Tomas de Pata (Huancavelica) y
Santillana (Ayacucho)”, analizaron con marcadores moleculares microsatélites el
cultivo de papa (Solanum spp.), lograron identificar sus perfiles moleculares y asi
poder identificar sus distancias genéticas y variabilidad, las muestras de papa
fueron recolectados de doce lugares del departamento de Ayacucho y
Huancavelica. Los resultados indicaron que en relacion a similitud genética y
distancia, las muestras que indican una considerable relacion genética son
Santillana y Santo Tomés de Pata, lo que significa que ambas poblaciones
exhiben muchas caracteristicas similares.

Cadima et al. (2013), en su investigacion “Uso de marcadores moleculares
microsatelite para el analisis de la diversidad genética de papa nativa de Bolivia”,

utilizaron seis especies de papa las cuales son: S. goniocalyx, S. stenotomum, S.



x juzepczukii, S. x curtilobum, S. x ajanhuiri, Solanum tuberosum Subsp.
andigena, con veintidés marcadores microsatélites para su caracterizacion
molecular. Los resultados indicaron que la diversidad genética varia entres las
especies mencionadas anteriormente, en otras palabras no es uniforme entre
diferentes especies de papa.

Roca (2015), en su tesis titulado “Andlisis de la Diversidad Genética de
Papas Nativas de la Zona Suroeste del Departamento de Junin Mediante el Uso
de Marcadores Moleculares Microsatélites” realizd la caracterizacion de 444
variedades de papas nativas, las cuales fueron obtenidas del Sudeste del
departamento de Junin. Utilizd 21 marcadores microsatélites, de los cuales
obtuvo 158 fajas polimorficas. Los resultados indicaron que no existia un
agrupamiento por zonas de papas nativas, en otras palabras la diversidad genética
entre ellas es variada.

Ponce (2013), en su tesis “Caracterizacion molecular de las variedades de
papas cultivadas (Solanum spp.) mas importantes del Peri mediante el uso de
microsatélites”, utilizé 168 variedades de papas para su respectiva caracterizacion
genética. Logré amplificar 23 regiones mediante el uso de la técnica de PCR, las
regiones amplificadas se colocaron en geles de poliacrilamida para poder calcular
la dimension de sus pares de bases. A partir de esta caracterizacion molecular, se
pudo indicar su diversidad genética y el patrén en las cuales se agrupan las
muestras analizadas. Los resultados mostraron que las que cuentan con mayor
diversidad genética son las papas nativas y que es apreciable su variacion

genética.



2.2

Bases teoricas — cientificas
2.2.1. La papa

A. Origen

El origen de la papa cultivada se remonta al area cerca al lago
Titicaca, la cual se encuentra ubicada entre Bolivia y Pert
(Vreugdenhil et al., 2017). Hace 10.000 afios, el inicio de la
domesticacion se dio origen en el sur del Peri. La especie Solanum
brevicaule fue la pionera, ya que a partir de esta especie se empezo a
domesticar la que hoy conocemos como Solanum tuberosum
(Ovchinnilova et al., 2021).

Importancia

La papa en términos de importancia alimentaria, supera al cultivo
de maiz y también al cultivo de trigo, ocupa la tercera posicion a nivel
mundial (FAOSTAT, 2023). Esta planta es herbacea y tuberosa,
puede alcanzar hasta un metro de altura. Los tubérculos que se
obtienen son ricos en aminoacidos, en nutrientes, en vitaminas y
contienen la cantidad exacta de carbohidratos que el cuerpo necesita
(FAO, 2019). Este cultivo tiene una reproduccion vegetativa y es de
especie heterocigota. En la actualidad, las investigaciones estan
orientadas a desarrollar variedades que resistan a la plagas y
enfermedades, destinadas para la poblacion e industrias y de esa
manera cumplan con los requisitos de calidad que estas requieran.
Todos los esfuerzos estan orientados en los rasgos cuantitativos, pero
todavia falta mucho por investigar acerca de sus rasgos moleculares.

(Uitdewilligen, 2022).



C. Clasificacion taxonémica

En el transcurso de los afos, muchas investigaciones han
centrado su analisis en la clasificacion de las especies de papa tanto
silvestres como domesticadas. Estas investigaciones se centraron en
su morfologia, en la hibridacion y la citogenética (Vreugdenhil et al.,
2017). Hawkes en su libro “La papa: evolucion, biodiversidad y
recursos genéticos”, nos explica que existen siete especies de papa
cultivada, las cuales son: Solanum phureja, S. ajanhuir, S. curtilobum,
S. strenotomun, S. chaucha, S. juzepczukii, S. tuberosum. A su misma
vez, nos precisa que Solanum tuberosum se subdivide en las
subespecies: Solanum tuberosum tuberosum y Solanum tuberosum
andigena. Este libro ha sido un punto de partida para que se cree un
banco genético de papa en EE.UU.(NSRP-6) y en el Centro
Internacional de la Papa (CIP) exista de la misma manera un banco
de germoplasma, brindando fuente de informacion para
investigaciones posteriores acerca de la La taxonomia del cultivo de
papa (Huaman y Spooner, 2002).

Huaman y Spooner (2002), basandose en la teoria de Dodds
(1962) y en la denominacién del ICNCP plantearon clasificar a las
papas en ocho especies, las cuales son: Juzepczukii, Chilotanum,
Chaucha, Ajanhuiri, Stenotomun, Curtilobum, Andigena y Phureja.
En la actualidad, el CIP utiliza y reconoce la taxonomia de Ochoa
(1999), que anade la especie domesticada S. gomiocalix, segun la
categorizacion planteada por Hawkes (1990). La papa cultivada se

clasifican también en pentaploides, tetraploides, triploides y diploides



(Spooner y Hijmans, 2001).

Tabla 1 Compilacion de las teorias taxonomicas mas relevantes sobre las

papas cultivadas (de Haan, 2009)

Hawkes Huaman & Spooner
Ploidia Ochoa (1999) Spooner et al. (2017)
(1990) (2002)
2n=2x = S. tuberosum Grupo . tuberosum diploide
S. phureja S. phureja
24 Phureja Grupo Andigenum
S. tuberosum Grupo S. tuberosum diploide
S. stenotomum S. stenotomum
Stenotomum Grupo Andigenum
S. tuberosum Grupo . tuberosum diploide
S. stenotomum S. goniocalix
Stenotomum Grupo Andigenum
S. tuberosum Grupo
S. ajanhuiri  S. ajanhuiri S. ajanhuiri
Ajanhuiri
2n=3x= S. tuberosum Grupo S. tuberosum triploide
S. chaucha S. chaucha
36 Chaucha Grupo Andigenum
S. tuberosum Grupo
S. juzepczukii  S. juzepczukii S. juzepczukii
Juzepczukii
S. tuberosum
2n=4x = S. tuberosum S. tuberosum Grupo S. tuberosum tetraploide
subsp.
48 subsp. andigena  Andigenum Grupo Andigenum
andigena
S. tuberosum
S. tuberosum S. tuberosum Grupo S. tuberosum tetraploide
subsp.
subsp. tuberosum Chilotanum Grupo Chilotanum
tuberosum
2n=5x=
S. curtilobum S. curtilobum Grupo Curtilobum . curtilobum
60
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Figura 1 Diversificacion y domesticacion de las papas cultivadas basado en las

premisas de Salaman (1937) y Hawkes (1990).
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D. Papas nativas
Los cultivares nativos de papa (Solanum tuberosum ssp.) derivan

del proceso selectivo llevado a cabo ancestralmente por los primeros
agricultores desde el periodo de los albores de la agricultura
(Egtisquiza, 2022). Se caracterizan por sus tubérculos de colores
variados y su capacidad para crecer en entornos climaticos adversos.
Los agricultores mantienen una diversidad genética destacada por sus
propiedades sensoriales, incluyendo diferentes diploides que son
resistentes al estrés abidtico y diversas enfermedades (Ritter et al.,
2020).

E. Taxonomia de las papas nativas

Las papas nativas segun Ochoa (1990), pertenecen al Reino
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Plantae, dentro de la Divisiéon Fanerogamae. Se clasifica en la Clase
Dicotiledoneas, Subclase Simpetala, y forma parte de la Familia
Solanaceae. Su Género es Solanum, ubicado en la Seccidon Petota,
siendo la Especie tuberosum, y la Subespecie andigena (Solanum
tuberosum ssp. andigena).
Distribucion de las papas nativas

En varios departamentos son cultivadas en la region andina del
Peru las distintas variedades de papas nativas. Sin embargo, es posible
encontrar diferencias marcadas entre las dos grupos de regiones, una
es Pasco y Huanuco, la otra es Junin y Huancavelica. En el primer
grupo de Pasco y Huanuco se centran en la produccion de la variedad
Amarilla Tumbay, por otro lado el segundo grupo: Junin y
Huancavelica, sus variedades son otras y en mayor cantidad. Por otro
lado, también la produccién de papas nativas se encuentra presente en
la meseta de Bombon, asi como en distintos distritos pertenecientes a

la provincia de Tarma (Egusquiza, 2022).
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Figura 2 Distribucion territorial segun Hawkes (1990) de las distintas especies
de papa cultivada: S. curtilobum, S. chaucha, S. juzepczukii, S. tuberosum

subsp. andigena y S. tuberosum subsp.tuberosum

BOLIVIA

S. tuberosum subsp tuberosum O S. tuberosum subsp andigena

O S. chaucha, S. juzepczukii, S. curtilobum

2.2.2. Conservacion de la produccion de variedades nativas de papa

Hablando especificamente de las papas nativas, hay dos formas de

conservacion: el método ex situ y el método in situ. A pesar de que el
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mantenimiento in situ se ha empezado a implementar en el transcurso de la década

reciente, los recursos genéticos de la papa que han sido més estudiados se

conservan por el método ex situ.

a.

Conservacion ex situ

1 método de conservacion ex situ, es aquella en la que se conservan las
especies lejos de su habitat y se conserva su material genético en bancos
genéticos o bancos de germoplasmas. Conservados por instituciones tanto
publicas o privadas, estos recursos genéticos también son colectados,
caracterizados por dichas instituciones. (Upadhayaya et al., 2018).

Hay muchas formas de que los diversos recursos fitogenéticos se logren
conservar en los centros de preservacion genética, algunas de las formas lo
son: semilla, in vitro, sembrados en el campo y entre otros tantos métodos
que la tecnologia esta proporcionando en la actualidad. (Seguel, 2021).

El método ex situ tiene una ventaja en comparacion al método in situ y
es el de preservar genotipos que son de interés, que sean especificos. Pero
tiene la desventaja que a la hora de evaluar dichos genotipos pierden fuerza
ya que dichos genotipos cambiaron como consecuencia del tiempo debido al
intercambio genético y otros cambios ambientales que puedan existir al
momento del analisis.

Conservacion in situ

Segun Ferrero (1992), el método in situ consiste en conservar las
especies en su ecosistema natural. En términos de complejos genéticos, solo
los parientes silvestres estdn considerados como aptos para el método de
conservacion in situ, debido a que son los Unicos que se encuentran en

poblaciones silvestres. El enfoque de conservacidon in situ constituye
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principalmente aplicable a: genotipos que no puedan reproducirse, genotipos
domesticados por humanos, proveer investigaciones del genotipo dentro de
su entorno natural, respaldar genotipos asociados. (Hawkes, 1985).

Hay varias amenazas en el método in situ, las cuales son: la aculturacién
de comunidades, la contaminacion, la urbanizacion, la insercién de
variedades mejoradas que reemplazan a las variedades tradicionales. (Baena
et al., 2020).

Conservacion in vitro

Este método de conservaciéon in vitro se realiza en bancos de
germoplasma o centros especializados in vitro, bajo condiciones controladas
como temperatura y luz. Esto puede implicar la conservacion de semillas
botanicas o utilizando material vegetativo, en funcion del hdbito de desarrollo
de la especie en particular. El objetivo es conservar y maximizar la variedad

de estas especies recogidas en su habitat natural. (Rao, 2019).

2.2.3. Marcadores Moleculares

Un marcador molecular es un segmento especifico o distintivo de ADN

que se hereda de descendencia en descendencia y se logra identificar mediante

varias técnicas. Un marcador genético se presenta cuando aparece una variacion

en la sucesion ordenada de ADN entre genotipos (Hartl y Jones, 2009). Se

considera que un marcador eficiente para la caracterizacion genética debe basarse

en las leyes de Mendel, las leyes de herencia que determinan los modelos

taxonomicos, aquellas de demografia y diversidad. Un marcador no debe basarse

en el comportamiento del medio ambiente. A todo lo descrito anteriormente lo

describimos como un marcador neutralmente selectivo. (Selkoe y Toonen, 2006).

Segun Spooner et al. (2021) menciona que, las herramientas moleculares
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de identificacion genética se pueden dividir en dos categorias basicas: los que se
basan en la técnica de PCR y los que no. Aunque muchos marcadores moleculares
actuales se sustentan en el procedimiento de PCR, los procesos actuales requieren
que se conozca acerca de las secuencias y, por ende, las nuevas técnicas actuales
de secuenciacion. Pero es esencialmente conocer de la técnica de PCR y asi poder
comprender estas nuevas técnicas, que incluyen marcadores SNPs, con técnicas
como las de GBS (Elshire et al., 2021) y SBP (Sahu et al., 2019).

Los marcadores moleculares se utilizan cominmente para una variedad
de propositos, incluyendo la caracterizacion molecular, la construccion de
esquemas genéticos, la identificacion taxondémica, posicionamiento de genes en
los cromosomas, la cuantificacion de la diversidad genomica, la filiacion
genética, la exploracion de los antecedentes y la trayectoria evolutiva de las
especies, entre otros mas. (IPGRI, 2020).

ebido a las investigaciones en la biologia molecular de los genes, se han
propuesto distintos métodos con el propdsito de analizar la variabilidad gendémica
(Schlotterer, 2019).

Los marcadores genéticos de naturaleza molecular suelen variar en
caracteristicas clave como la frecuencia gendémica, la magnitud del polimorfismo
gendmico, el lugar especifico, la reproducibilidad, los requerimientos técnicos y
la inversion financiera. El escoger el marcador genético apropiado va a depender
del uso especifico, de la evaluacion que le daremos al nivel de polimorfismo, los
conocimientos apropiados y también si existen algunas limitantes en lo que
concierne al tiempo y recursos monetarios. En la siguiente Tabla 2, se brinda las

caracteristicas y propiedades de cada marcador.
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Tabla 2 Caracteristicas y propiedades principales de marcadores moleculares.
Basado en el boletin técnico version décima del Instituto Internacional de

Recursos Genéeticos Vegetales (IPGRI, 2020).

;g Mini-
Caracteristicadel * ), imas RFLP satélites _ . RAPD SSR AFLP
Marcador sequencing
Abu,nd.a neia Baja Alta Media Baja Alta Alta  Alta
genémica
Nivel de . . . . .
. Baja Media Alta Baja Media Alta Media
polimorfismo
Especificidad de - o; Si SiNo i No Si  No
locus
Codominancia Si Si Si/No  Si No  Si  SiNo
alélica
Reproducibilidad  Alta Alta Alta Alta Baja Alta X[li;ha_
- . . Baja- .
Demanda técnica  Baja Alta Alta Alta Baja . Media
Media
Costos. Baja Alta Alta Alta Baja Baja Media
operacionales
. Media- Media- Baja- .
Costos de desarrollo Baja Alta Alta Alta Media Alta Baja
Cantidad de DNA - Alta Alta Baja Baja Baja Media
Automatizacion No No No Yes Yes Yes Yes

La mayoria de los marcadores moleculares estdn basadas en dos técnicas
basicas e importantes: La técnica del proceso mediante el cual se duplica el ADN
conocido como PCR y enzimas de corte de ADN.

a. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es un método ampliamente empleado en la biologia del ADN y ARN
donde se amplifican fragmentos concretos de ADN. La técnica de PCR,
introducida por Kary Mullis en 1983, transformo profundamente la genética
molecular y ha encontrado utilidad en distintas disciplinas, incluyendo la
medicina, la investigacion forense y la biotecnologia (Mullis, 2019).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa se emplea para copiar
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selectivamente una secuencia especifica de ADN obtenido a partir de
cantidades minimas de material genético. Consiste en ciclos de
desnaturalizacién, emparejamiento de cebadores y alargamiento de la
cadena, los cuales se repiten multiples veces en un termociclador (Saiki et
al., 2018). La apertura inicial de la forma bicatenaria del ADN mediante
temperaturas elevadas separa las cadenas de ADN complementarias,
permitiendo que los cebadores se unan especificamente a la secuencia de
interés. A continuacion, se produce la extension de la cadena mediante la
actividad de una enzima termoestable, generalmente la ADN polimerasa Taq,
a una temperatura Optima de alrededor de 72°C (Mullis, 2019).

La PCR ha sido fundamental en numerosas aplicaciones cientificas y
médicas. En la medicina, la PCR se utiliza para la identificacion de patologias
infecciosas, localizacion de alteraciones genéticas y también la identificacion
de organismos patdgenos (Mackay et al., 2022). En la investigacion forense,
la PCR se emplea para andlisis de perfiles de ADN en escenarios criminales
y judiciales, permitiendo la identificacion de individuos con alta precision y
sensibilidad (Butler, 2020). Ademas, la PCR es una herramienta
indispensable en la biotecnologia, donde se utiliza en la clonacion de genes,
la secuenciaciéon de ADN y la ingenieria genética (Dieffenbach et al., 2016).
Los marcadores microsatélites o SSR

Los marcadores tipo microsatélite, conocidos ademas como SSR (short
sequence repeat), son fragmentos cortos de ADN donde se repiten
fragmentos que comprenden entre 2 y 10 pares de bases.La variabilidad de
estos marcadores se debe a las diferencias en el nimero de ocasiones que se

reiteran los alelos de un mismo locus (Ferreira y Grattapaglia, 2008).
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Tenorio (2018) sefiala que los microsatélites actian como secuencias
repetitivas utilizadas como marcadores moleculares muy utiles que se han
empleado exitosamente en diversas areas, desde la mejora de cultivos hasta
la conservacion de especies vegetales de importancia comercial. Su utilidad
proviene de su alta variabilidad, su afluencia en el genoma, su clase
codominante, su vasto alcance del genoma, su fécil identificacion mediante
PCR y la poca cantidad de ADN necesario para su analisis. La alta
variabilidad de los SSR permite distinguir especies que tengan relacion entre
si, es muy util para identificar variedades cultivadas.

Figura 3 Motivos repetitivos y polimorfismo de los Microsatélites o SSR

(Ponce et al., 2013)

MICROSATELITES
SSR (Short Sequence Repeat) o STR (Short Tandem Repeat)

ETTITTITTIITII T I T T T IT T T I T I TITTTT

Motivos
repetitivos de
1 a6 paresde
bases

Repeticiones
variableso
Polimorfismo

[GE5CGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGE
[GAGGACGACGACGACGACGACGACGACGACGAC
[TGAGTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGAC
[EGTCACGTCACGTCACGTCACGTCACGTCACGTCA
BEATEAGCATCAGCATCAGCATCAGCATCAGCATCA

GAC

i G (GAQ),

I (GAC),
== (GAC),
| S | (GAC),

Los marcadores microsatélites brindan muchos beneficios sobre otros

marcadores. Son econdmicos, codominantes, multialélicos, muy variables,

son sencillos de manejar, se admite el uso de ADN con bajo grado de calidad

y ofrecen alta calidad y duplicidad de bandas (Spooner et al., 2017).
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No obstante, los microsatélites también presentan desafios en su analisis.
Muchas de estas dificultades pueden ser superadas mediante un buen disefio
de los iniciadores. Es importante que tengan una longitud minima con una
longitud de 20 pb, una composicién de guanina-citosina que supera el 50%
para mantener la especificidad, y una temperatura de fusion mayor a 55°C.
Un problema es que los iniciadores no suelen ser universales para todos los
grupos taxondmicos, por lo que deben desarrollarse especificamente para
cada especie. Afortunadamente, la bioinformatica ofrece mucha informacion
y bases de datos que ayudan a minimizar este problema, aunque sigue siendo
un desafio disefiar iniciadores para especies poco estudiadas o grupos
taxonomicos lejanos (Schlétterer, 2019).

Microsatélites en la papa

Dentro del contexto del cultivo de papa, los microsatélites se han
usado para estudiar la diversidad, la identificacion, la clasificacion
taxonomica, los mapas de ligamiento genético, la estructura genética, la
identificacion de haplotipos en colecciones de bancos genéticos, el rastreo
de migraciones de germoplasma y el establecimiento de colecciones nticleo
(Ghislainjet al., 2009).

Con fines de analisis de diversidad, es importante considerar el costo y
la actualidad de la técnica utilizada. Cuando se analizan muchos cultivares,
se requieren diversas técnicas que puedan evaluar un gran nimero de loci y
de muestras. Ademas, la habilidad para procesar volimenes elevados de
datos y realizar analisis estadisticos para estimar la diversidad entre dichas

poblaciones (Selkoe y Toonen, 2006).
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2.3.

Definicion de términos basicos
2.3.1. Analisis

Descomposicion sistematica de un todo en sus partes fundamentales para
estudiar su estructura, composicion y funcionamiento (RAE, 2024).
2.3.2. ADN

Acronimo de acido desoxirribonucleico, molécula portadora de la
informacion genética esencial para el desarrollo y funcionamiento de los seres

vivos (NHGRI, s.1.).

2.3.3. Calidad

Conjunto de rasgos y particularidades distintivos que el producto o
servicio posee y que le otorgan su capacidad para satisfacer necesidades
implicitas o explicitas (ISO, s.f.).
2.3.4. Cuantificacion

Proceso de medir y expresar en ntimeros la cantidad de un determinado
fenomeno o variable (RAE, 2024).
2.3.5. Caracter

Serie de atributos y rasgos que constituyen la manera de ser de una
persona o una cosa (RAE, 2024).
2.3.6. Caracterizacion

Proceso de describir y analizar las caracteristicas especificas de una
persona, objeto o fenomeno (RAE, 2024).
2.3.7. Caracterizacion Genotipica

Proceso de identificacion y anélisis de los genes y alelos presentes en un

organismo para determinar su genotipo (RAE, 2024).
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2.4.

2.3.8. Extraccion

Proceso de obtener una sustancia o componente de un material complejo,
como la extraccion de ADN de una célula (Sambrook, J., & Russell, D. W., 2001).
2.3.9. Genotipo

Conjunto de genes que posee un organismo en particular, el cual
determina sus caracteristicas hereditarias (Pierce, 2017).
2.3.10. Informacion Polimoérfica

Variabilidad en la secuencia del ADN entre individuos, utilizada para
identificar diferencias genéticas (Pierce, 2017).
2.3.11. Marcador molecular

Fragmento de ADN que se usa para identificar un locus especifico en el
genoma y estudiar la variabilidad genética (Brown, 2016).
2.3.12. Microsatélite

Secuencias cortas de ADN repetitivas distribuidas en el genoma,
utilizadas como marcadores moleculares en estudios genéticos (Goldstein, D. B.,
& Schlétterer, C., 1999).
2.3.13. Polimorfismo

Presencia de dos o mas variantes (alelos) en una poblacion, donde la
frecuencia del alelo de menor prevalencia es superior al 1% (Brooker, 2015).
2.3.14. Variedad

Subdivision dentro de una especie, que presenta caracteristicas distintivas
y es capaz de reproducirse entre si (Simpson, 2019).
Formulacion de hipotesis
2.4.1. Hipotesis general

Las 10 variedades de papas nativas (Solanum spp.) del distrito de

22



Paucartambo, Pasco, presentan caracteristicas genotipicas diferenciadas,
detectables mediante el uso de marcadores moleculares microsatélite.

2.4.2. Hipotesis especificas

> Es posible establecer un procedimiento eficaz para la extraccion y
cuantificacion del ADN de 10 variedades de papas nativas (Solanum

spp.) del distrito de Paucartambo, Pasco.

> El ADN extraido de las 10 variedades de papas nativas (Solanum
spp.) del distrito de Paucartambo, Pasco, presenta una calidad
adecuada para su andlisis molecular.
» Los marcadores microsatélite permiten identificar un contenido
polimorfico variable entre las 10 variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de Paucartambo, Pasco.
2.5. Identificacion de variables
2.5.1. Variable independiente
Las 10 variedades de papas nativas.
2.5.2. Variable dependiente
e Extraccion y Cuantificacion de ADN
e (alidad de ADN

o Polimorfismo
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2.6.

Definicion operacional de variables e indicadores

Tabla 3 Operacionalizacion de Variables.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Definicion Dimension o factor Indicador Instrumento
Variable conceptual a evaluar
Conteo de
Muestras .
. tnicas de ) dad d accesiones de > Base de datos.
Variable variedades Diversi ad de papas nativas
Independient e q papas nativas. diferentes.
Accesiones de © bapas > Camara
papas nativas nqtlvas. con fotogréfica.
diversidad
(Solanum spp.). e
genetica
especifica.
Variable - Eficacia del - Eficiencia de - Cantidad y > Espectrofotomet
Dependiente proceso de extraccion y calidad de ro.
extracciony  cuantificacion. ADN extraido
- Extraccion y cuantificaci de las > PCR.
cuantificacion on de ADN muestras.
de ADN. de las > Electroforesis
- Calidad de muestras de de gel.
ADN. papa.
- Polimorfismo. > Secuenciacion
- Purezay de ADN
integridad
del ADN
extraido de - Pureza e - Proporcion de
las muestras  integridad del ADN
de papa. ADN. degradado y
contaminado.
- Diversidad
genética
entre las
diferentes
accesiones - Variabilidad - Numero y tipo
de papas genética. de
nativas. polimorfismos

encontrados en

el ADN.
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3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO III
METODOLOGIA Y TECNICAS DE INVESTIGACION
Tipo de investigacion
La presente investigacion es de enfoque aplicado y cuantitativo, con un
nivel de analisis que abarca la descripcion y la explicacion

Nivel de investigacion

Experimental, descriptivo y explicativo.
Métodos de investigacion

Para el desarrollo de esta investigacion, se emplearon los siguientes
métodos:

a) Meétodo Experimental: Se disefiaron y ejecutaron experimentos en
laboratorio para extraer, cuantificar y analizar el ADN de las variedades de
papa mediante el uso de técnicas de PCR vy electroforesis en gel.

b) Método Analitico: Se realizd la identificacion de patrones genéticos
utilizando herramientas bioinformaticas para el andlisis de los fragmentos
amplificados mediante marcadores moleculares microsatélite.

¢) Meétodo Estadistico: Se aplicaron pruebas estadisticas para la comparacion
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34.

de los resultados obtenidos, determinando la significancia de las diferencias

encontradas en las variables genotipicas evaluadas.

Diseiio de investigacion

La metodologia empleada corresponde a un disefio de investigacion

experimental, ya que se realizaron procedimientos controlados en laboratorio

para la extraccion, cuantificacion y analisis del ADN de las variedades de papas

nativas. La realizacion del estudio comprendi6 cinco etapas esenciales:

a)

b)

d)

Extraccion y cuantificacion del ADN

Se procedio a la extraccion del ADN a partir de las muestras
correspondientes al tejido foliar de las variedades de papa utilizando
protocolos estandarizados. Posteriormente, la calidad y contenido de material
genético (ADN) fueron evaluadas por medio de andlisis espectrofotométrico
para garantizar su idoneidad en los andlisis posteriores.
Amplificacion del ADN mediante PCR

Se utilizaron marcadores moleculares microsatélite (SSR) para
amplificar regiones especificas del genoma de cada muestra. La técnica de
PCR permitio obtener fragmentos amplificados que reflejan el rango de
diferencias genéticas entre las variedades estudiadas.
Electroforesis en gel

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel
de agarosa, lo cual hizo posible verificar la calidad y el tamafio de los
fragmentos amplificados. Esta técnica facilito la deteccion de polimorfismos
en las muestras analizadas.
Analisis bioinformatico y estadistico

Se aplicaron herramientas bioinformaticas y pruebas estadisticas para
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analizar la variabilidad genética. Se calcularon parametros de variabilidad

genética y se examino el nivel de informacion genética proporcionada por los

marcadores, determinando la diferenciacion entre las muestras.

e) Elaboracion del dendograma

Con base en los datos obtenidos, se realizd un analisis de agrupamiento

mediante distancias genéticas, lo que permitidé construir un dendograma El

grafico representa las relaciones filogenéticas entre las variedades de papa y

su grado de similitud genética.

3.4.1. Instalacion y conduccion el experimento.

Protocolo de extraccion de ADN

a. Recoleccion y preparacion de muestras

Para la extraccion de ADN, se seleccionaron hojas jovenes y

frescas de las 10 variedades de papa en estudio. Estas fueron

recolectadas en condiciones controladas y transportadas en nitrogeno

liquido para evitar la degradacion del material genético.

b. Reactivos y soluciones utilizadas

Buffer de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 50 mM, NacCl
500 mM, SDS 2%)

B-mercaptoetanol (para evitar la oxidacion de compuestos
fenolicos)

RNasa A (para eliminar ARN contaminante)

Alcohol isopropilico (para precipitar el ADN)

Etanol al 70% (para lavar el ADN)

Buffer TE (para resuspender el ADN extraido)
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C.

Procedimiento de extraccion

Maceracion de la muestra: Se tomaron aproximadamente 100
mg de tejido foliar y se trituraron congeladas con nitrégeno
liquido y molidas en un mortero y pistilo hasta obtener un polvo
fino.

Lisis celular: Se anadieron 500 pL de buffer de extraccion
precalentado (65 °C) y 10 uL de B-mercaptoetanol a la muestra
triturada. Se incub6 a 65 °C durante 30 minutos con inversion
ocasional para favorecer la ruptura de las membranas celulares y
la solubilizacién del ADN.

Eliminacion de proteinas y contaminantes: Se afiadié una
cantidad igual de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se
mezclo suavemente por inversion. La muestra fue centrifugada a
12,000 rpm por un periodo de 10 minutos manteniendo la
muestra a 4 °C. Se aislo la fase acuosa en un nuevo tubo.
Precipitacion del ADN: Se afiadi6 una proporciéon de 0.7
volimen de alcohol isopropilico frio y se mezcld suavemente. Se
incubo a -20 °C durante 30 minutos. Se centrifug6 a 12,000 rpm
por 15 minutos para obtener el ADN en forma de un pellet
blanco.

Lavado del ADN: Se lav¢ el pellet con volumen de 500 uL de
etanol con una concentracion del 70% y se centrifug6 a 10,000
rpm por 5 minutos. Se repitid el lavado, posteriormente, el pellet
fue dejado para secarse a temperatura ambiente

Resuspension del ADN: Se disolvio el pellet en 50 pL de
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solucion buffer TE, seguida de almacenamiento a -20 °C hasta su
uso.
d. Evaluacion de la calidad y cuantificacion del ADN
Se midio la concentracidon y la proporcion de absorbancia a 260
y 280 nm se emple6 para estimar la pureza del ADN por
espectrofotometria. Se verificé la integridad mediante electroforesis
en gel de agarosa, preparado al 1% en presencia de bromuro de etidio.
Este protocolo permiti6 la obtencion de ADN de alta calidad para su
posterior analisis genético.
Cuantificacion y evaluacion de calidad del ADN
a. Recoleccion y preparacion de muestras
Con el ADN extraido, se realizd la cuantificacion
correspondiente a las 10 muestras y su evaluacion de calidad para
garantizar que el material obtenido fuera adecuado para los andlisis
moleculares posteriores. El procedimiento fue ejecutado en dos fases
principales: (1) cuantificacion del ADN a través de un analisis
espectrofotométrico y (2) evaluaciéon de la integridad del ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa.
1. Cuantificacion del ADN mediante espectrofotometria
Para determinar la concentracion y evaluacion de la pureza
del ADN extraido, se utiliz6 un espectrofotometro basado en la
absorbancia de luz ultravioleta (UV). La cuantificacion se
realizo de la siguiente manera:
1.1. Preparacion de las muestras

Se tomaron 2 uL. de ADN diluido en buffer TE o agua
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1.2.

1.3.

estéril libre de enzimas degradadoras de acidos nucleicos.

Se colocaron en un lector de microvolumen (NanoDrop) o

en una cubeta de cuarzo en un espectrofotometro

convencional.

Medicion de absorbancia
Se midio la absorbancia del ADN en tres longitudes de

onda clave:

e 260 nm (A260): Indica la concentracion de acidos
nucleicos, especificamente ADN.

e 280 nm (A280): Indica la presencia de proteinas en la
muestra.

e 230 nm (A230): Indica la presencia de impurezas
organicas como fenoles, sales y carbohidratos.

Evaluacion de la pureza del ADN
Los resultados espectrofotométricos se utilizaron con

el fin de calcular las siguientes relaciones:

Relacion A260/A280:

e Unnvalor entre 1.8 y 2.0 indica un ADN puro.

e Valores menores a 1.8 sugieren contaminacién con
proteinas o fenoles.

e Valores mayores a 2.0 pueden indicar contaminacion
con ARN.

Relacion A260/A230:

e Un valor cercano a 2.0-2.2 sefiala una muestra sin

contaminacion con sales 0 compuestos organicos.
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e Valores menores sugieren evidencia de sales residuales

generadas por la extraccion.

Evaluacion de la integridad del ADN mediante electroforesis

en gel de agarosa

Después de la cuantificacion, se evaluo la integridad del

ADN mediante una corrida electroforética en gel de agarosa.

Este analisis permitié verificar la presencia de fragmentos

intactos de ADN y descartar muestras degradadas.

2.1.

2.2.

2.3.

Preparacion del gel de agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% (1 g de agarosa en
100 cantidad de buffer TAE 1X (mL). Seguidamente, se
afiadi6 el SYBR Safe como intercalante para la deteccion
visual del ADN. Se verti6 la mezcla en una bandeja con
peine y se dejo solidificar.
Preparacion y carga de muestras

Se mezclaron 3 pL de ADN con 2 pL de buffer de
carga (6X). Se cargaron en los pocillos del gel junto con un
marcador de peso molecular (ladder de 1 kb o 100 bp).
Electroforesis y visualizacion del ADN

Se corrio el gel en buffer TAE 1X a 100 V durante 40
minutos. Se visualiz6 el ADN analizado bajo luz

ultravioleta en un transiluminador de geles.

2.4. Analisis de resultados

e Muestras Optimas: Se evidenciaron bandas bien

definidas de alto peso molecular, sin arrastre ni
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fragmentacion.

e Muestras degradadas: Se identificaron bandas difusas o
smearing, lo que indicaba fragmentacion del ADN.

e Contaminacion con ARN: Si se observaban bandas
adicionales de bajo peso molecular, se trataba de ARN
residual. En este caso, se realizo tratamiento con RNasa

A para eliminarlo.

Seleccion de Primers microsatélites

Con base en la calidad y reproducibilidad se seleccionaron 10 primers

microsatélites para su uso en las 10 variedades. Los primers seleccionados son

los siguientes:

Tabla 4 Lista de marcadores moleculares a utilizar en la investigacion.

Marcador Motivo Repetido T°C Fuente
STM1053 (TA)n (ATC)n 53°C Ghislain et al., 2009
STM1106 (ATT )n 51°C Ghislain et al., 2009
STM5114  (ACC)n 60°C Ghislain et al., 2009
STMS5127  (TCT)n 55°C Ghislain et al., 2009
STI0004 (AAT)n 54-60°C Ghislain et al., 2009
STI0012 (ATT)n 56°C Ghislain et al., 2009
STI0030 (ATT)n 58°C Ghislain et al., 2009
STI0032 (AGG )n 64°C Ghislain et al., 2009
STG0001  (TGG)n 55°C Provan et al., 1996
STPOAcS8 (TA)n 57°C Ghislain et al., 2009

Amplificacion del ADN mediante Reaccion enjCadena de la

Polimerasa_(PCR)
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La amplificacion del ADN se llevdo a cabo mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual permitié obtener multiples
copias de secuencias especificas del ADN de las variedades de papa analizadas.
Esta técnica es fundamental para llevar a cabo el estudio de la variabilidad

genética, ya que permite la deteccion de polimorfismos en regiones especificas

del genoma.
a. Preparacion de reactivos y mezcla de reaccion
Para la amplificacion del ADN, estos componentes se prepararon en
condiciones estériles y se mantuvo en hielo hasta su uso para evitar la
degradacion de los reactivos. Se incluy6 los siguientes componentes:

Tabla 5 Lista de componentes para el PCR.

Componentes Concentracion Volumen Volumen para
Final para 10 reacciones
reaccion de
10 ul
Buffer (5x) 1x 2ul 20 ul
MgCl: (25mM) 2.5mM 1ul 10 ul
dNTPs mix (10 uM) 0.2 mM 0.2 ul 2ul
lzfgnf;; 0.3 uM 0.3 ul 3 ul
12‘(;“5;41; 0.3 uM 0.3 ul 3 ul
M 13-700 0.06 ul 0.6 ul
Taq ( ggl/ﬁe)rasa 1U/txn 0.2 ul 2ul
NFW 4.94 ul 49.4 ul
ADN 1ul
(40 ng/ul)
BSS 1/3 S5ul
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Condiciones de amplificacion en el termociclador
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador programable,
utilizando un protocolo de amplificacion estandarizado para la deteccion de
marcadores genéticos especificos. El programa térmico consto de las
siguientes etapas:
e Desnaturalizacion inicial: 94°C por 5 minutos (para separar las cadenas
de ADN).
e Ciclo de amplificacion (30 ciclos):
v Desnaturalizacion: 94°C por 30 segundos.
v Alineamiento (hibridacion de primers): Temperatura definida
(segun el par de primers) por 30 segundos.
v Extension: 72°C por espacio de un minuto.
e Extension final: 72°C por 10 minutos (para completar la sintesis de
ADN).
e Almacenamiento: 4°C hasta su procesamiento posterior.
Verificacion del producto de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa
Después de la amplificacion, se confirmo la presencia y especificidad
de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa,
siguiendo los siguientes pasos:
e Preparacion del gel: Se prepard un gel de agarosa al 1%, disuelto en
buffer TAE 1X y tefiiddo con SYBR Safe.
e Carga de muestras: Se mezclaron 5 uL del producto de PCR con 2 pL.
de buffer de carga y se depositaron en los pocillos del gel.

e Electroforesis: Se corrid el gel a 100 V por 40 minutos en buffer TAE
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1X.

e Visualizacion: Se observé el ADN amplificado empleando un
transiluminador de radiacion ultravioleta, comparando con un marcador
de peso molecular para confirmar el tamafio esperado de los fragmentos.

d. Control de calidad de la amplificacion

Para asegurar la confiabilidad de los resultados, se incluyeron los
siguientes controles en cada corrida de PCR:
> Control negativo: Reaccion sin ADN para descartar contaminacion.
> Control positivo: ADN previamente amplificado como referencia.
> Replicados: Se realizaron amplificaciones en duplicado para garantizar

la reproducibilidad.

Los productos de PCR confirmados fueron utilizados para los analisis
genéticos posteriores, incluyendo el analisis de polimorfismos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida o capilar.

Analisis bioinformdtico y estadistico

Una vez obtenidos los productos de PCR y verificada su calidad mediante
electroforesis en gel de agarosa, se procedido al andlisis bioinformatico y
estadistico de los datos genéticos. Este proceso permiti6 evaluar la diversidad
genética de las variedades de papa estudiadas, determinar relaciones filogenéticas
y validar la confiabilidad de los resultados obtenidos.
a. Analisis de imagenes de los geles de electroforesis

Para garantizar una interpretacion precisa de los patrones de bandas de
ADN obtenidos en la electroforesis, se emplearon herramientas digitales de
procesamiento de imagenes:

e Sistema de documentacion de geles UV: Se utilizd un sistema de
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transiluminacion de luz UV para capturar imagenes digitales de los geles
de agarosa. Estas imagenes fueron almacenadas en formato digital para
su posterior analisis.

e Software de analisis de imagenes (Gel Analyzer): Se empleo este
software para medir la intensidad y tamafo de las bandas de ADN,
permitiendo una cuantificacion precisa de los fragmentos amplificados.

El andlisis de las bandas facilitd la obtencion de matrices de
presencia/ausencia de alelos, necesarias para los estudios de diversidad
genética.

b. Analisis bioinformatico de datos genéticos
Para determinar la variabilidad genética y las relaciones evolutivas entre
las variedades de papa, se utilizaron programas especializados en andlisis
filogenético y genético:

e GenAlEx (Genetic Analysis in Excel): Se utilizd para el andlisis
genético en poblaciones, célculo de heterocigosidad y determinacion de
indices de diversidad genética.

e NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System): Se aplicé para la construccion de matrices de similitud
genética y la elaboracion del dendrograma utilizando el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

c. Analisis estadistico de la diversidad genética
Para validar los resultados obtenidos en el andlisis bioinformatico, se
aplicaron pruebas estadisticas mediante el uso del software R.
e Calculo de estadisticos descriptivos: Se determinaron valores como la

heterocigosidad observada y esperada, la diversidad genética promedio
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3.5.

y la varianza de las frecuencias alélicas.
d. Construccion del dendrograma filogenético

A partir de las matrices de similitud generadas en NTSYS-pc, se
construy6 un dendrograma filogenético utilizando el algoritmo UPGMA, el
cual permitid6 visualizar las relaciones genéticas entre las muestras
analizadas.

Este analisis permitid identificar patrones de agrupamiento entre las
variedades de papa, proporcionando informacion clave sobre su diversidad
genética y posibles relaciones evolutivas.

Poblacion y muestra
3.5.1. Poblacién

La poblacion de estudio estuvo conformada por 40 muestras de variedades
de papas nativas (Solanum spp.) recolectadas en el distrito de Paucartambo-
Pasco.
3.5.2. Muestra

Se selecciond una muestra representativa de 10 variedades de papas

nativas (Solanum spp.).
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3.6.

Tabla 6 Variedades de papas nativas a utilizar en la investigacion.

N::ll:ee:&;i ¢ Nombre comin
1 Papa rosada
2 Huachuy
3 Yana curu
4 Pifia negra
5 Cayash
6 Tatash
7 Rayhuana
8 Ishco puro
9 Kuchipa ismay
10 Muro palta

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.6.1. Técnicas

Para la recoleccion de datos en esta investigacion se emplearon diversas
técnicas de laboratorio especializadas en andlisis genético, con el fin de recabar
datos precisos sobre la variabilidad genética de las variedades de papa estudiadas.

Las principales técnicas utilizadas fueron:

a) Extraccion de ADN: Se utiliz6 la técnica de extraccion de ADN a partir de
tejido foliar fresco de cada muestra de papa, siguiendo el protocolo de
extraccion con tampon CTAB (Bromuro de Cetil Trimetil Amonio).
Posteriormente, el ADN fue purificado para eliminar contaminantes como
proteinas, polisacaridos y compuestos fenolicos, garantizando asi su calidad
para el analisis molecular.

b) Cuantificacion y evaluacion de calidad del ADN: La concentracion y
pureza del ADN extraido fueron determinadas mediante espectrofotometria
en un espectrofotémetro Nanodrop, midiendo la absorbancia a 260 nm y 280

nm. Ademas, se verificé la integridad del ADN mediante electroforesis en
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d)

gel de agarosa al 1% tefiiddo mediante el uso de bromuro de etidio
Amplificacion del ADN mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR): Se empleo la técnica de PCR para amplificar regiones especificas del
ADN, utilizando primers disefiados para marcadores microsatélites (SSR).
La mezcla de reaccion incluyd ADN molde, buffer de reaccion, dNTPs,
primers especificos, Taq polimerasa y agua libre de enzimas nucleasas.
Electroforesis en gel de agarosa: Los fragmentos de ADN amplificados
por PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
corriendo a un voltaje de 100 V durante 45 minutos. Esto permitid visualizar
los fragmentos de ADN y evaluar la calidad de la amplificacion.

Analisis bioinformatico y estadistico: Las imagenes de los geles de
electroforesis fueron digitalizadas y analizadas mediante software
especializado, permitiendo determinar el tamafio de los fragmentos
amplificados. Posteriormente, se emplearon herramientas bioinformaticas
para calcular la diversidad genética y la distancia genética entre las muestras,
las cuales se usaron para elaborar un dendograma basado en analisis de

agrupamiento (UPGMA).

3.6.2. Instrumentos

Para la correcta ejecucion de las técnicas descritas, se utilizaron los

siguientes instrumentos y equipos especializados:

a)

b)

Micropipetas de precision (0.1 — 1000 pL): Para la manipulacion precisa
de reactivos y muestras de ADN durante las distintas fases del experimento.
Espectrofotémetro Nanodrop: Para llevar a cabo la cuantificacion y control
de pureza del ADN extraido, midiendo la absorbancia a diferentes longitudes

de onda.
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3.7.

d)

g)

h)

Termociclador (PCR): Para la amplificacion del ADN mediante ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension, asegurando la replicacion
especifica de los fragmentos de interés.

Camara de electroforesis y fuente de poder: Para el analisis de fragmentos
de ADN mediante gel de agarosa, permitiendo visualizar las bandas de ADN
amplificadas.

Sistema de documentacion de geles UV: Para la captura de imagenes
digitales de los geles de agarosa, facilitando su analisis posterior.

Software de analisis de imagenes (ImageJ o similar): Para el
procesamiento y medicion de las bandas de ADN obtenidas en los geles de
electroforesis.

Software bioinformatico (MEGA, GenAlEx, NTSYS-pc): Para el andlisis
de datos genéticos, determinacion de distancias genéticas y construccion del
dendograma.

Software estadistico (R): Para la aplicaciéon de pruebas estadisticas que

validen la diversidad genética y las relaciones entre las variedades analizadas.

Seleccion, validacion y confiabilidad de los instrumentos de investigacion

Para garantizar la precision y fiabilidad de los datos obtenidos en esta

investigacion, se llevo a cabo un proceso riguroso de seleccion, validacion y

monitoreo de la calidad de los instrumentos utilizados en el andlisis genético.

a)

b)

Seleccion de instrumentos: Se escogieron equipos y herramientas de
laboratorio de alta precision, adecuados para la extraccion, cuantificacion y
analisis del ADN. La eleccion de estos instrumentos se baso en su capacidad
para proporcionar resultados reproducibles y confiables.

Validacion de los instrumentos: Antes de su uso, los instrumentos fueron
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3.8.

d)

sometidos a pruebas de calibracion y validacion interna en el laboratorio. Se
realizaron controles de calidad en cada fase del proceso experimental,
asegurando que los equipos operaran dentro de los parametros optimos.
Confiabilidad de los instrumentos: La confiabilidad se garantizé6 mediante
el uso de estandares internacionales en la cuantificacion del ADN (mediante
espectrofotometria), la optimizacion de condiciones de PCR para evitar
amplificaciones inespecificas y la verificacion de resultados mediante
controles positivos y negativos en cada corrida de electroforesis.

Control de calidad en la recoleccion de datos: Se repitieron las pruebas en
un porcentaje de las muestras para verificar la repetibilidad de los resultados
y minimizar errores experimentales. Asimismo, se emplearon reactivos de
alta pureza y se aseguraron condiciones controladas en cada fase del

experimento para evitar contaminaciones o degradacion de muestras.

Técnicas de procesamientos y analisis de datos

Los datos fueron procesados y analizados en varias etapas, utilizando

herramientas bioinformaticas y estadistica aplicada para interpretar la diversidad

genética de las variedades de papas nativas estudiadas.

a)

b)

Edicion y limpieza de datos: La informacidon obtenida a partir de la
cuantificacion de ADN vy las imagenes de los geles de electroforesis fueron
revisados para identificar posibles errores o anomalias. Se descartaron
bandas de baja calidad y se corrigieron inconsistencias en la lectura de
resultados.

Codificacion de bandas de ADN: Los fragmentos amplificados en los geles
de electroforesis fueron codificados en una matriz binaria (presencia = 1;

ausencia = () para su posterior analisis bioinformatico.
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3.9.

c)

d)

Analisis estadistico de la diversidad genética: Se calcularon indices de
diversidad genética, como el coeficiente de informacion polimorfica (PIC)y
la heterocigosidad esperada, mediante el software GenAlEx y MEGA. Se
evalud la similitud genética entre las variedades mediante el valor del
coeficiente de Nei junto con la distancia genética de Jaccard.

Construccion del dendograma: Se realiz6 un analisis de agrupamiento
mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) para representar graficamente las relaciones genéticas
entre las muestras. Se utilizo el software NTSYS-pc para la elaboracion del
dendrograma y la determinacién de los grupos genéticos.

Interpretacion de los resultados: Se compararon los patrones genéticos
obtenidos con estudios previos, evaluando la posible existencia de
variabilidad intraespecifica y las relaciones evolutivas entre las variedades
de papa analizadas. Se discutieron las implicaciones de los hallazgos en la

conservacion y mejora genética de las variedades nativas.

Tratamiento estadistico

Para garantizar la precision y validez de los datos obtenidos, se aplicaron

herramientas estadisticas especializadas en el andlisis de diversidad genética. El

tratamiento estadistico se llevo a cabo en varias etapas:

a)

b)

Codificacion de los datos genéticos: Los fragmentos amplificados en la
electroforesis fueron transformados en una matriz binaria (presencia = 1;
ausencia = () para su posterior analisis.

Calculo de la diversidad genética: Se calcularon indicadores tales como el
indice de informacion polimorfica (PIC), la heterocigosidad esperada y

observada, asi como la frecuencia alélica de cada marcador. Se empleo el
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software GenAlEx y MEGA para estos célculos.

Analisis de agrupamiento y dendograma: Se calcul6 la distancia genética
entre las muestras con la aplicacion del coeficiente de Nei y la distancia de
Jaccard. Se efectu6 un analisis cluster mediante el método UPGMA (método
de agrupamiento no ponderado con promedio aritmético).Para la

construccion del dendrograma o fenograma se utilizo el software NTSY S-pc.

Orientacion ética filosofica y epistémica

La presente investigacion se fundamentd en principios éticos, filoséficos

y epistémicos que garantizaron la integridad cientifica del estudio y el respeto por

el conocimiento ancestral asociado a las lineas de papa nativas.

a)

b)

Enfoque ético: Se respetaron los principios de honestidad, transparencia y
rigor cientifico, asegurando la correcta recoleccion, procesamiento e
interpretacion de los datos. Se garantizd6 la confidencialidad de la
informacion recolectada y se reconocid el aporte de las comunidades locales
en la preservacion de las variedades de papa. Se evito cualquier manipulacion
de datos o sesgo en la presentacion de los resultados, asegurando la
objetividad del estudio.

Enfoque filosofico: La investigacion se baso en el realismo cientifico, el cual
sostiene que la realidad genética de las variedades de papa puede ser
estudiada y comprendida mediante métodos cientificos objetivos. También
se enmarco dentro del empirismo, ya que los hallazgos se fundamentaron en
la observacion, experimentacion y evidencia cuantificable. Se consider6 el
pragmatismo, dado que los resultados obtenidos pueden ser aplicados en

estrategias de conservacion y mejoramiento genético.
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4.1.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Descripcion del trabajo de campo
4.1.1. Lugar de ejecucion del experimento
El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de la Unidad
Genodmica de la Universidad Cayetano Heredia.

a. Ubicacion politica

Region Lima

Provincia : Lima

Distrito San Martin de Porres

Lugar Laboratorio de la Unidad Genémica, Universidad

Peruana Cayetano Heredia

b. Ubicacion geografica

Altitud : Aproximadamente 161 m.s.n.m.
Latitud Sur : 12°02'06.0"
Longitud Oeste 77°03'50.0"
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4.2.

Presentacion, analisis e interpretacion de resultados
4.2.1. Resultados de la cuantificacion y evaluacion de calidad del ADN
Para determinar la cantidad y pureza del ADN extraido de las 10 muestras
de papa, se realizd6 una cuantificacion mediante espectrofotometria y una
evaluacion de calidad a través de electroforesis en gel de agarosa.
A. Cuantificacion del ADN mediante espectrofotometria
Se analiz6 la concentracion de ADN utilizando un espectrofotometro a
260 nm, obteniendo valores expresados en ng/uL. Adicionalmente, se evaluo
la relacion A260/A280 para determinar la pureza del ADN en términos de
contaminacion con proteinas, y la relacion A260/A230 para detectar posibles
contaminantes organicos o sales residuales.
Los resultados recolectados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7 Resultados de la cuantificacion del ADN de las 10 variedades de papas

nativas.
Numero de Nombre Concentracion
muestra comun (ng/ul) A260/A280 A260/A230
1 Papa rosada 1042.2 1.96 1.73
2 Huachuy 121.6 1.81 1.56
3 Yana curu 498.8 1.51 0.93
4 Pifa negra 204.7 1.69 0.96
5 Cayash 934.8 2.08 2.07
Tatash 1136.2 1.87 1.48
7 Rayhuana 736.8 1.63 1.08
8 Ishco puro 604.7 1.36 0.79
9 Kuchipa 1041.1 2.01 1.84
ismay
10 Muro palta 553.2 1.83 1.41
Interpretacion:

e [a mayoria de las muestras presentaron concentraciones adecuadas de
ADN para su uso en PCR, con valores que oscilan entre 121.6 ng/uL y
1136.2 ng/uL.
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e Se observa que Cayash (2.08) y Kuchipa ismay (2.01) presentan los
mejores valores de A260/A280, indicando una excelente pureza del
ADN.

® Muestras como Ishco puro (1.36), Yana curu (1.51) y Rayhuana (1.63)
tienen valores de A260/A280 bajos, lo que sugiere contaminacion con
proteinas o ARN.

e La relacion A260/A230 es baja en varias muestras, especialmente en
Ishco puro (0.79), Yana curu (0.93) y Pifia negra (0.96), lo que indica la
presencia de contaminantes como sales o fenoles.

En general, las muestras presentaron una concentracion adecuada para
su uso en PCR, aunque algunas mostraron ligeras impurezas, las cuales
fueron corregidas mediante una nueva purificacién con etanol
Evaluacion de calidad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa

Para verificar la integridad del ADN, se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, utilizando 5 pL de cada muestra y un marcador de peso
molecular de 1 kb como referencia.

A continuacioén, se presenta una imagen representativa del gel de

electroforesis:
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Figura 4 Resultado de la calidad de ADN mediante electroforesis en gel de

agarosa de las 10 variedades de papas nativas.

Resultados observados:

e Muestras con buena calidad: Se observaron bandas nitidas y bien
definidas en muestras como Papa rosada, Cayash y Kuchipa ismay, lo
que confirma una buena integridad del ADN.

o Muestras con ADN degradado: En Ishco puro, Rayhuana y Yana curu,
se evidenciaron bandas difusas o degradadas, lo que indica
fragmentacion del ADN

4.2.2. Resultados de la amplificacion del ADN mediante PCR
Se presentan los resultados obtenidos en la amplificacion del ADN de las
10 variedades de papa nativa mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), utilizando 10 marcadores microsatélites especificos.
A. Primers utilizados, secuencias, temperaturas de alineamiento
A continuacion, se detallan los marcadores microsatélites empleados,

junto con las secuencias de los primers, las temperaturas de alineamiento
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utilizadas de los productos de amplificacion:

Temperatura de

M
arcador Secuencia Forward (5°-3’) Secuencia Reverse (5’-3’)  alineamiento
SSR
(&)

AGATGAGCGAGGAGGA CCTACCCGAAAGGAGG

STM1053 TGGA AGGT 55
GCTCTGTGCTGCTGTTCT GATGAGATGATGCGAG

STM1106 cc CAGG 55
TGGCTTGGAGTTTGTTG AGGAGGAGGAGGAGG

STM5114 AAGG AGGAG 55
CCTGCTTCTTCTTCTTCT GAGAGAGAGAGAGAG

STMS127 TCTT AGAGAG >

STI0004 AGAGAGAGAGAGAGAG TCTCTCTCTCTCTCTCT 55
AGAGAG CTCTC

STIO012 GAGAGAGAGAGAGAGA CTCTCTCTCTCTCTCTC 55
GAGAGG TCTCC

STI0030 AGAGAGAGAGAGAGAG TCTCTCTCTCTCTCTCT 55
AGAGAG CTCTC

STI0032 GAGAGAGAGAGAGAGA CTCTCTCTCTCTCTCTC 55
GAGAGG TCTCC
AGAGAGAGAGAGAGAG TCTCTCTCTCTCTCTCT

STG0001 AGAGAG CTCTC >
GAGAGAGAGAGAGAGA CTCTCTCTCTCTCTCTC

STPOACSE  GAGAGG TCTCC >

Tabla 8 Tabla de Primers utilizados, secuencias, temperaturas de alineamiento.

B. Imagenes de geles de electroforesis con los productos de PCR

amplificados
Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, tefiidos con SYBR Safe y visualizados bajo luz azul. A

continuacion, se presenta una imagen representativa de los geles obtenidos:
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Figura 5 Electroforesis de productos de amplificacion de las 10 variedades de

papa con el marcador STM1053.

e et et Nl el e Sl e

Figura 6 Electroforesis de productos de amplificacion de las 10 variedades de

papa con el marcador STG0001.

La eficiencia de amplificacion de cada marcador SSR se evalud en

funcién de la claridad e intensidad de las bandas obtenidas en los geles de

electroforesis:

*  Marcadores con alta eficiencia de amplificacion: STM1053, STM1106
y STG0001 mostraron bandas claras y consistentes en todas las muestras
analizadas, indicando una amplificacion robusta y reproducible.

*  Marcadores con eficiencia moderada: STM5114 y STI0032 presentaron

bandas de intensidad variable entre las diferentes muestras, sugiriendo
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posibles diferencias en la calidad del ADN templado o en la eficiencia
de la reaccion de PCR.
4.2.3. Analisis bioinformatico de las bandas de ADN
Se procesaron las imagenes del gel de electroforesis en poliacrilamida
utilizando el software Gel Analyzer 19.1. Se gener6 una matriz de
presencia/ausencia de bandas con base en la amplificacion de fragmentos de ADN
mediante los marcadores microsatélites (SSR) seleccionados. La comparacion de
los patrones de bandas permitio evaluar la diversidad genética entre las 10
variedades de papa analizadas.
A continuacidén, se presenta la imagen del gel de electroforesis en
poliacrilamida:
Figura 7 Imagen del gel de poliacrilamida de las 10 variedades de papa

usando los marcadores STM1053, STM1106, STM5114, STM5127 en el
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Figura 8 Imagen del gel de poliacrilamida de las 10 variedades de papa
usando los marcadores STI0004, STI0012, STI0030, STI0032 en el software Gel

Analyzer 19.1
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A. Comparacion de patrones de bandas entre las muestras
El andlisis comparativo de los patrones de bandas indica una baja
diversidad genética entre las variedades analizadas. Se observa una alta
similitud en la presencia y ausencia de bandas en la mayoria de los
marcadores SSR, lo que sugiere una estrecha relacion genética entre estas
variedades de papa. La baja variabilidad genética podria estar relacionada
con la reproduccion vegetativa de la papa y la seleccion de variedades con

caracteristicas similares.
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4.2.4. Analisis estadistico de diversidad genética
Para evaluar la diversidad genética de las 10 variedades de papa
analizadas, se calcularon indicadores estadisticos como la heterocigosidad
observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) y el indice de informacion
polimorfica (PIC) para cada uno de los marcadores microsatélites utilizados.
Tabla 9 Resultados de los indicadores estadisticos como la heterocigosidad
observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) y el indice de informacion

polimorfica (PIC) de los microsatélites utilizados.

PIC
i Ho He (Contenido
Namero .. S
Marcadores de alelos (Heterocigosidad  (Heterocigosidad de
observada) esperada) informacion
polimérfica)
STM1053 2 0.73 0.31 0.44
STM1106 6 0.55 0.76 0.80
STM5114 3 0.73 0.54 0.45
STMS5127 11 0.68 0.78 0.64
STI0004 7 0.93 0.53 0.14
STI0012 6 0.95 0.70 0.09
STI0030 4 0.80 0.69 0.43
STI0032 7 0.60 0.80 0.51
STG0001 5 0.70 0.75 0.73
STPOACcS8 4 0.88 0.61 0.29
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La heterocigosidad observada (Ho) vario entre 0.55 (STM1106) y 0.95
(STIO012), mostrando que, en general, existe una alta proporcion de individuos
heterocigotos en varios de los loci evaluados. Por otro lado, la heterocigosidad
esperada (He), que representa la probabilidad de que dos alelos seleccionados al
azar sean diferentes, presentd valores entre 0.31 (STM1053) y 0.80 (STI0032).

El indice PIC, que indica el grado de polimorfismo y utilidad del marcador
para distinguir genotipos, vario notablemente entre los marcadores, con valores
que oscilaron entre 0.09 (STIO012) y 0.80 (STM1106). Aunque algunos
marcadores mostraron alta capacidad discriminativa, otros presentaron una baja
informatividad.

A pesar de que algunos loci como STM1106 y STG0001 mostraron altos
valores de PIC (>0.7), la presencia de varios marcadores con valores bajos,
particularmente STI0004 y STI0012, indica una diversidad genética moderada a
baja entre las variedades analizadas.

El Anélisis de Varianza Molecular (AMOVA) revelo que el 85% de la
variabilidad genética se encuentra dentro de las variedades, mientras que solo un
15% se debe a diferencias entre variedades, lo cual refleja una baja estructuracion
genética entre los grupos. Este resultado fue estadisticamente significativo (p <
0.05), segun la prueba de permutacion realizada con 999 iteraciones.

Finalmente, el andlisis de coordenadas principales (PCA) permitid
visualizar los patrones de agrupamiento entre las variedades. Los dos primeros
componentes principales explicaron el 61.3% de la variacion total. En el grafico
PCA se observaron agrupamientos poco definidos, con superposicion de varias
muestras, lo que coincide con la baja diversidad genética detectada en los analisis

anteriores. Esto sugiere que las variedades comparten una base genética comun,
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posiblemente derivada de una seleccion local restringida o flujo genético

continuo entre ellas.

Figura 9 Resultado del analisis de coordenadas principales (PCA).

Variedad
% Papa rosada
0.3 X Huachuy
Yana curu
Pifia negra
Cayash
Tatash
Rayhuana
% Ishco puro
X Kuchipa ismay
®  Muro palta

0.2

X X X X

0.1
0.0

-0.1 B

Componente Principal 2

-0.2

=031 e

—6,8 —[‘)‘6 —6.4 C—(?rfpone:tjg p,—incigiaz; . 0:4 Otﬁ 0:8
Estos resultados evidencian que, aunque existe cierta variabilidad
genética, el nivel general de diversidad entre las variedades de papa estudiadas es
relativamente bajo.
4.2.5. Construccion del dendrograma filogenético
Para evaluar la relacion genética entre las diez variedades de papa
analizadas, se construyd un dendrograma filogenético utilizando el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) en el software
NTSYS-pc. La construccion del dendrograma se basdé en la matriz de
presencia/ausencia de bandas obtenida en el andlisis electroforético de los
fragmentos amplificados mediante PCR con los microsatélites seleccionados.
a. Presentacion del dendrograma UPGMA
El dendrograma generado muestra la agrupacion de las variedades de
papa en funcion de su similitud genética. La estructura del arbol filogenético

revela la cercania o lejania genética entre las muestras, permitiendo inferir el
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grado de diversidad genética dentro del conjunto analizado.
Figura 10 Dendograma Filogenético (UPGMA) de las variedades de papas

nativas.
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Interpretacion:

El dendrograma muestra como las variedades de papa se agrupan
segun su similitud genética. Cuanto mas cerca estan en el arbol, mayor es la
similitud entre ellas. Papa rosada y Tumbay forman un grupo cercano, lo que
indica que comparten una base genética similar. Pifla negra y Muro palta
también estan agrupadas, sugiriendo una alta similitud genética. Ishco puro
aparece en una rama separada, lo que indica que es la variedad mas distinta
genéticamente en este analisis. Yana curu también muestra una distancia
considerable de otras variedades, lo que sugiere una divergencia genética
significativa.

La escala en la parte superior del dendrograma indica la distancia
genética entre las variedades. Cuanto mas corta es la distancia horizontal

entre dos variedades, mas similares son genéticamente. Cuanto mas larga es
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4.3.

la distancia horizontal, mayor es la divergencia genética. La linea de corte
(representada con una linea discontinua) indica el nivel de agrupamiento de
las variedades.

La baja diversidad genética observada en algunas agrupaciones
sugiere que estas variedades pueden compartir un origen comun o haber sido
seleccionadas a partir de lineas genéticas similares. El dendrograma sugiere
una diversidad genética baja entre las variedades de papa. Esto implica que
las variedades comparten una base genética comun, posiblemente debido a
un origen similar o a un flujo genético constante.

Prueba de hipotesis
En la presente investigacion se plantearon una hipdtesis general y tres
hipdtesis especificas, las cuales fueron contrastadas mediante el analisis de los
resultados obtenidos en la cuantificacion, amplificacion y caracterizacion
molecular del ADN de las 10 variedades de papas nativas del distrito de
Paucartambo-Pasco. Para ello, se aplicaron herramientas bioinformaticas y
estadisticas que permitieron evaluar la variabilidad genética entre las muestras
analizadas.
Se establecieron dos hipotesis para cada evaluacion:
* Hipdtesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en la variabilidad
genética de las 10 variedades de papas nativas analizadas.
* Hipdtesis alterna (Hi): Existen diferencias significativas en la variabilidad
genética de las 10 variedades de papas nativas analizadas.
Para la validacion de las hipotesis, se emplearon métodos estadisticos
como el calculo de la distancia genética de Nei y la construcciéon de un

dendrograma UPGMA con el software NTSYS-pc, ademas del andlisis del
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contenido de informacion polimorfica (PIC) de los marcadores microsatélites
utilizados.

Los resultados indicaron que la mayoria de los fragmentos amplificados
fueron altamente conservados entre las muestras, lo que evidencia una baja
diversidad genética dentro del conjunto de variedades analizadas. Esto llevo a la
aceptacion parcial de la hipotesis general, dado que aunque se identificaron
algunas diferencias genéticas, la variabilidad observada fue minima.

En cuanto a las hipotesis especificas:
> El procedimiento para extraer y cuantificar el ADN de las 10 variedades de

papas nativas fue el mas Optimo, ya que se obtuvo ADN de alta concentracion
y con valores de A260/A280 dentro del rango de pureza aceptable en la
mayoria de las muestras, lo que permiti6 una amplificacion eficiente en la

PCR. Se acepta la hipdtesis alterna.

> La calidad del ADN fue adecuada, aunque algunas muestras presentaron
valores de A260/A230 inferiores al Optimo, lo que indica la posible presencia
de contaminantes. Sin embargo, en general, el ADN permiti6 una
amplificaciéon exitosa. Se acepta la hipdtesis alterna con ciertas
consideraciones.

> El contenido de informacion polimorfica de los microsatélites indico que las
variedades presentan una baja diversidad genética, lo que sugiere que estan
estrechamente relacionadas entre si. Dado que se esperaba una mayor
variabilidad, se rechaza la hipotesis alterna y se acepta la hipdtesis nula en
este caso.

4.4. Discusion de resultados

El analisis de la diversidad genética de las 10 variedades de papas nativas
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del distrito de Paucartambo-Pasco, mediante marcadores moleculares
microsatélites, reveld una baja variabilidad genética entre las muestras. Estos
hallazgos contrastan con estudios previos realizados en otras regiones del Perq,
donde se ha reportado una diversidad genética mas alta en las papas nativas.

Por ejemplo, Soto et al. (2014) analizaron 79 variedades nominales de
papa nativa de cinco regiones peruanas (Ayacucho, Cajamarca, Cusco,
Huancavelica y Puno) utilizando 18 marcadores microsatélites. Encontraron un
promedio de 8.79 alelos por locus y una similitud media de 0.62, indicando un
alto grado de diversidad genética. Ademas, identificaron que el 43.37% de los
alelos eran compartidos entre las cinco regiones, sugiriendo la existencia de un
pool génico comun ampliamente distribuido.

En contraste, nuestro estudio en Paucartambo-Pasco mostré una
diversidad genética significativamente menor. Esta discrepancia podria atribuirse
a varios factores, como el tamafio reducido de la muestra, la seleccion de
variedades especificas o practicas agricolas locales que han limitado el flujo
génico y promovido la homogeneidad genética.

Investigaciones en otras regiones también han reportado variabilidad en
la diversidad genética de las papas nativas.Remoén Gamboa y Pefia Rojas (2018)
evaluaron 30 morfotipos de papas nativas en Vilcashuaman, Ayacucho,
utilizando la técnica AFLP. Identificaron 68 bandas diferenciables, con un 55.8%
de polimorfismo, lo que indica una alta variabilidad genética en esa area.

Asimismo, Montalvo Otivo (2021) estudi6 la diversidad genética de papas
nativas en tres comunidades de Huancavelica mediante 12 marcadores
microsatélites. Se registraron 116 alelos en 12 cromosomas y se identificaron 51

haplotipos, con un 61.1% de duplicados. El analisis de varianza molecular mostrd
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que el 99.3% de la variacion total se encontraba dentro de las comunidades,
indicando una baja estructuracion genética entre ellas.

Estos estudios resaltan la existencia de una considerable diversidad
genética en las papas nativas de diversas regiones del Peru. Sin embargo, la baja
variabilidad genética observada en las variedades de Paucartambo-Pasco sugiere
la necesidad de implementar estrategias de conservacidon y manejo que
promuevan la diversificacion genética. Esto es esencial para garantizar la
adaptabilidad y resiliencia de estas variedades frente a cambios ambientales y
enfermedades.

Es importante considerar que las diferencias en la diversidad genética
entre regiones pueden deberse a factores como la historia de domesticacion, las
practicas agricolas locales y el aislamiento geografico. Por lo tanto, futuros
estudios deberian enfocarse en ampliar el muestreo y considerar estos factores
para obtener una comprension mas completa de la diversidad genética de las

papas nativas en el Pera
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CONCLUSIONES

El analisis mediante marcadores microsatélites reveld una limitada variabilidad
genética entre las 10 variedades estudiadas. Este hallazgo sugiere una estrecha
relacion genética entre ellas, lo que podria indicar una reduccion en la diversidad
genética en esta region especifica.

Los métodos empleados para la extraccion y cuantificacion del ADN fueron
efectivos, obteniéndose muestras de alta concentracion y pureza adecuadas para las
amplificaciones por PCR. Sin embargo, algunas muestras presentaron valores
suboptimos en la relacion A260/A230, sugiriendo la presencia de contaminantes que
podrian afectar la calidad del ADN.

El analisis de las 10 variedades de papas nativas del distrito de Paucartambo-Pasco,
utilizando un conjunto de 10 marcadores microsatélites (SSR), revel6 una diversidad
genética limitada. Este resultado sugiere que el conjunto de marcadores empleados
puede no ser suficientemente informativo para detectar variabilidad genética en estas

variedades locales.



RECOMENDACIONES

Para obtener una comprension mas completa de la diversidad genética en la region,
se recomienda ampliar el nimero de variedades y localidades muestreadas en futuros
estudios. Esto permitird una evaluacion mas representativa de la variabilidad
genética existente.

Se recomienda utilizar un mayor nimero de marcadores SSR, asi como considerar
otros tipos de marcadores moleculares, como SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), que podrian proporcionar una resolucion mas alta en la deteccion
de variabilidad genética.

Es aconsejable ampliar el muestreo para incluir una representacion mas completa de
las variedades de papas nativas presentes en la region de Pasco. Esto permitird una
evaluacion mas exhaustiva de la diversidad genética y una mejor comprension de la

estructura genética de estas poblaciones.
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ANEXO



Anexo 1: INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Protocolo de Extraccion de ADN de Hojas de Papa (Solanum spp.)
1. Objetivo
Obtener ADN genomico de alta calidad a partir de tejido foliar fresco de variedades
nativas de papa (Solanum spp.), para su posterior analisis mediante marcadores
moleculares microsatélite (SSR).
2. Material Bioldgico
Hojas jovenes y frescas de 10 variedades de papa nativa recolectadas en el distrito de
Paucartambo, Pasco.
3. Reactivos y Soluciones
e Buffer de extraccion (Tris-HCI 100 mM, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, SDS al
2%)
e [(-mercaptoetanol (antioxidante)
e RNasa A (10 mg/mL)
e Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
e [sopropanol frio (-20 °C)
e Etanol al 70% frio
e Buffer TE (Tris-EDTA 1X)
4. Equipos y Materiales
e Mortero y pistilo
e Nitrogeno liquido
o Microcentrifuga refrigerada (12,000 rpm)
e Micropipetas y puntas estériles
e Tubos Eppendorfde 1.5 mL
e Bafio Maria a 65 °C
5. Procedimiento
Paso 1: Maceracion del tejido
» Tomar aproximadamente 100 mg de hoja fresca por muestra.
» Triturar completamente en nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Paso 2: Lisis celular
> Agregar 500 puL de buffer de extraccion precalentado (65°C) y 10 uL de B-
mercaptoetanol.

» Mezclar por inversion y incubar durante 30 minutos a 65 °C.



Paso 3:

Eliminacion de proteinas y otros contaminantes
Afadir 500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
Mezclar por inversion y centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

Transferir cuidadosamente la fase acuosa superior a un nuevo tubo.

Precipitacion del ADN
Agregar 0.7 voliimenes de isopropanol frio.
Mezclar suavemente e incubar a -20 °C durante 30 minutos.

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 minutos. Desechar el sobrenadante.

Lavado del ADN
Lavar el pellet con 500 pL de etanol al 70% frio.
Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos. Repetir el lavado una vez mas.

Eliminar el etanol residual y secar el pellet a temperatura ambiente.

Resuspension
Disolver el pellet en 50 pL de buffer TE.

Almacenar a -20 °C hasta su uso.

6. Evaluacion de calidad y cuantificacion

Determinar la concentracion y pureza del ADN usando espectrofotometria
(NanoDrop).
Comprobar la integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio o SYBR Safe.



Anexo 2: Protocolo de Evaluacion de la Calidad e Integridad del ADN Extraido.

1. Objetivo

Evaluar la calidad, pureza e integridad del ADN gendmico extraido de hojas de papa

(Solanum spp.) mediante espectrofotometria UV y electroforesis en gel de agarosa, a fin

de determinar su idoneidad para analisis moleculares posteriores como PCR.

2. Reactivos y Soluciones

Buffer TE (Tris-EDTA 1X)

Gel de agarosa al 1%

Buffer TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA)

SYBR Safe o bromuro de etidio (agente intercalante)
Buffer de carga (Loading dye 6X)

Marcador de peso molecular (DNA ladder 100 bp o 1 kb)

3. Equipos y Materiales

Espectrofotometro UV (NanoDrop u otro modelo compatible)
Termobloque o bafio térmico

Cémara de electroforesis

Fuente de poder

Transiluminador de luz UV

Micropipetas y puntas estériles

Cubetas de cuarzo o sistema de microvolumen

4. Procedimiento

A. Cuantificacion y pureza del ADN por espectrofotometria UV

Preparacion de la muestra: Tomar 2 pL de ADN previamente disuelto en buffer TE o

agua libre de nucleasas.



Medicion de absorbancia: Colocar la muestra en el espectrofotdometro. Medir la

absorbancia a las siguientes longitudes de onda:

> 260 nm (A260): indica concentracion de acidos nucleicos.

> 280 nm (A280): detecta presencia de proteinas.

> 230 nm (A230): detecta contaminantes organicos como fenoles y sales.

Calculo de relaciones de pureza:

> A260/A280: debe estar entre 1.8 y 2.0 para indicar ADN puro.

> A260/A230: valores cercanos a 2.0 indican baja contaminacion.

B. Verificacion de integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa

Preparacion del gel: Preparar un gel de agarosa al 1% con SYBR Safe o bromuro de

etidio. Verter en la bandeja de gel y colocar el peine. Dejar solidificar.

Preparacion de muestras:

Mezclar 3 uLL. de ADN con 2 puL de buffer de carga 6X.

Carga y corrida

Cargar las muestras y el marcador de peso molecular en los pocillos del gel.
Ejecutar la electroforesis a 100 V durante 40 minutos en buffer TAE 1X.
Visualizacion

Observar el gel en un transiluminador UV.

Interpretar los resultados segun el patron de bandas:

Bandas tnicas, intensas y bien definidas: ADN integro.
Bandas difusas o "smearing": ADN degradado.

Bandas pequefias adicionales: posible contaminacion con ARN.



Anexo 3: Protocolo de Evaluacion de Calidad del ADN mediante Electroforesis en

Gel de Agarosa.
1. Objetivo

Verificar la integridad y pureza del ADN gendmico extraido a partir de tejido foliar de

papa (Solanum spp.) mediante su separacion y visualizacion en gel de agarosa al 1%,

utilizando un marcador de peso molecular como referencia.

2. Materiales y Equipos

Gel de agarosa al 1%

Buffer de corrida TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA)

SYBR Safe o bromuro de etidio (agente intercalante)
Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100 bp o 1 kb)
Buffer de carga (Loading dye 6X)

Micropipetas y puntas estériles

Fuente de poder para electroforesis

Cémara de electroforesis

Transiluminador UV o sistema de documentacion de geles

3. Preparacion del Gel de Agarosa

>
>
>

>

Pesar 1 g de agarosa y disolverlo en 100 mL de buffer TAE 1X.
Calentar en horno microondas hasta disolver completamente.

Enfriar a ~50 °C y afiadir SYBR Safe (1 uL por cada 10 mL) o bromuro de etidio
(final 0.5 pg/mL).

Verter el gel en una bandeja con peine y dejar solidificar (20-30 min).

4. Preparacion y Carga de Muestras

>
>
>
>

Mezclar 3 pLL del ADN extraido con 2 pL de buffer de carga 6X.
Cargar la mezcla en un pocillo del gel.
En otro pocillo, cargar 5 pL del marcador de peso molecular.

Llenar la camara de electroforesis con buffer TAE 1X hasta cubrir el gel.

6. Corrida Electroforica

>
>

Conectar la fuente de poder (4nodo al lado del gel opuesto a las muestras).

Ejecutar la electroforesis a 100 V durante aproximadamente 40 minutos.

7. Visualizacion y Analisis

>

Colocar el gel en un transiluminador UV o sistema de documentacion.



> Observar las bandas de ADN y comparar con el marcador.



Anexo 4: Protocolo de Amplificacion de ADN mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
1. Objetivo
Amplificar regiones especificas del ADN gendmico de 10 variedades de papa (Solanum
spp.) utilizando marcadores microsatélite (SSR), a fin de evaluar su diversidad genética
mediante andlisis molecular.
2. Materiales y Reactivos

e ADN gendmico (40 ng/uL)

e Tagq ADN polimerasa (5 U/uL)

e Buffer de reaccion 5X

e MgCl: (25 mM)

e dNTPs (10 mM)

e Primers Forward y Reverse (10 uM c/u)

e Agua libre de nucleasas (NFW)

e M13-700 (si aplica)

e Tubos PCR de 0.2 mL

e Centrifuga de mesa

e Termociclador
3. Preparacion de la Mezcla de Reaccion
Para un volumen total de 10 pL por reaccion, se utilizaron las siguientes concentraciones

y volimenes:

Reactivo Concentracion final Volumen por reaccion (10 pL)
Buffer (5X) 1X 2.0 uL
MgCl: (25 mM) 2.5 mM 1.0 pL
dNTPs (10 mM) 0.2 mM 0.2 uL
Primer Forward (10 uM) 0.3 uM 0.3 uL
Primer Reverse (10 uM) 0.3 uM 0.3 uL
M13-700 (st aplica) — 0.06 uL
Taq polimerasa (5U/uL) 1U 0.2 uL
Agua libre de nucleasas  — 4.94 uL
ADN genomico (40 ng/uL) 40 ng 1.0 uL

Total — 10 pLL




4. Condiciones del Termociclador

El programa de PCR fue el siguiente:

>
>
>
>

>
>

Desnaturalizacion inicial: 94 °C por 5 minutos

Ciclos de amplificacion (30 ciclos):

Desnaturalizacion: 94 °C por 30 segundos

Alineamiento (annealing): Temperatura especifica segun el marcador SSR (ver
tabla) por 30 segundos

Extension: 72 °C por 1 minuto

Extension final: 72 °C por 10 minutos

> Conservacion: 4 °C hasta su posterior procesamiento

5. Verificacion del Producto de PCR

Una vez finalizado el ciclo de amplificacion:

>

vV V V VY

Mezclar 5 pL del producto de PCR con 2 pL de buffer de carga 6X.
Cargar en gel de agarosa al 1% o poliacrilamida (segliin el analisis).
Correr a 100 V por 40 minutos.

Visualizar bajo luz UV con transiluminador.

Confirmar el tamafio esperado de los amplicones usando un marcador de peso

molecular.



Anexo 5: Matriz de Presencia/Ausencia de Alelos por Marcadores SSR.

Variedad STM1053 STM1106 STMS114 STMS127 STI0004 STI0O012 STI0030 STI0032 STG0001 STPOACcSS

Papa 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
rosada

Huachuy 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
Yana 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0
curu

Pina 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
negra

Cayash 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Tatash 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
Rayhuana 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
Ishco 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1
puro

Kuchipa 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ismay

Muro 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

palta




Anexo 6: Indicadores estadisticos como la heterocigosidad observada (Ho), la
heterocigosidad esperada (He) y el indice de informacion polimoérfica (PIC) de los

microsatélites utilizados.

PIC

Marcadore Numero Ho He (Contenido

de (Heterocigosidad (Heterocigosidad de
s . <

alelos observada) esperada) informacion

polimorfica)
STM1053 2 0.73 0.31 0.44
STM1106 6 0.55 0.76 0.80
STMS5114 3 0.73 0.54 0.45
STMS5127 11 0.68 0.78 0.64
STIO004 7 0.93 0.53 0.14
STI0012 6 0.95 0.70 0.09
STIO030 4 0.80 0.69 0.43
STI0032 7 0.60 0.80 0.51
STG0001 5 0.70 0.75 0.73

STPOAc58 4 0.88 0.61 0.29




“ANALISIS GENOTIPICO CON MARCADORES MOLECULARES MICROSATELITE

ANEXO 7: MATRIZ DE CONSISTENCIA

DE 10 VARIEDADES DE PAPAS NATIVAS (SOLANUM SPP.) DEL DISTRITO DE
PAUCARTAMBO-PASCO*

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

'VARIABLES

INDICADORES

Problema General:

;Cuales seran las caracteristicas
genotipicas con  marcadores
moleculares microsatélite de 10
variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de
IPaucartambo-Pasco?

Objetivo General:

IDeterminar las caracteristicas
genotipicas  mediante ~ marcadores
moleculares  microsatélite de 10

variedades de papas nativas (Solanum
ispp.) del distrito de Paucartambo-Pasco.

Hipotesis General:
ILas 10 variedades de papas nativas|

(Solanum spp.) del distrito de|
Paucartambo, Pasco, presentan|
caracteristicas genotipicas|

diferenciadas, detectables mediante
el uso de marcadores moleculares
microsatélite.

\Variables
Independientes

- Accesiones de papas
nativas (Solanum spp.).

Conteo de accesiones de
papas nativas diferentes.

IProblemas Especificos:

(Cual es el procedimiento
para extraer y cuantificar el ADN
de 10 variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de
IPaucartambo-Pasco?

(Cual es la calidad del ADN|
de 10 variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de
IPaucartambo-Pasco?

(Cual es el contenido de
informacion polimorfica de 10
variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de]
IPaucartambo-Pasco?

Objetivos Especificos:
. Establecer el procedimiento
IADN de 10 variedades de papas nativas
(Solanum  spp.) del distrito de
Paucartambo, Pasco.

Evaluar la calidad del ADN
extraido de 10 variedades de papas
nativas (Solanum spp.) del distrito de
Paucartambo, Pasco.

Determinar el contenido de
informacion polimorfica mediante el uso
de marcadores microsatélite en 10
variedades de papas nativas (Solanum|
spp.) del

distrito de Paucartambo, Pasco.

para la extraccion y cuantificacion delprocedimiento

Hipotesis especificas.

Es posible establecer un
eficaz para ld
extraccion y cuantificacion del ADN|
de 10 variedades de papas nativas|
(Solanum spp.) del distrito de
Paucartambo, Pasco.

El ADN extraido de las 10
variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de
Paucartambo, Pasco, presenta una
calidad adecuada para su analisis
imolecular.

. Los marcadores microsatélite
permiten identificar un contenido
polimoérfico variable entre las 10
variedades de papas nativas
(Solanum spp.) del distrito de

\Variables Dependientes
Extraccion
cuantificacion de ADN.
- Calidad de ADN.

- Polimorfismo.

IPaucartambo, Pasco.

Y|

Numero
polimorfismos
en el ADN.

y

- Cantidad y calidad de ADN|
extraido de las muestras.

Proporcion de
degradado y contaminado.

ADN

tipo de
encontrados




Anexo 8: Area de extraccion de ADN en el Laboratorio de la Universidad

Cayetano Heredia.




Anexo 9: Enumeracion de las 10 variedades de papas nativas en el Tubo

Eppendorf.




Anexo 10: Area de Electroforesis en el Laboratorio de la Universidad

Cayetano Heredia.

USAR, LAvAR,
GUARDAR y LiMpiag

No debe quedar
[AE en la camara
ie electroforesis
Una vez usada
lavar con agua
destilada



Anexo 11: Preparacion del Mix para el PCR.




Anexo 12 Llenado de los posillos con ADN para comprobar la calidad de las

muestras.

FAVOR NO DEjAg g
_ GUANTES TiRapos

TAEen™
de electroforess



Anexo 13: Analisis de la imagen del gel de poliacrilamida de las 10 variedades de

papa en el software Gel Analyzer 19.1.




Anexo 14: Programando el Termociclador para el PCR de las 10 variedades de

papas nativas.




