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l. RESUMEN

La oca (Oxalis tuberosa) es un cultivo sub utilizado, su tubérculo presenta
una excelente fuente alimenticia y nutricional. A la fecha sirve como dieta
alimenticia del agricultor peruano. Es una especie octaploide cuyo origen se
data en la zona altoandina, con una alta diversidad morfoldgica, genética y
una estructura genética que a la fecha no ha sido cuantificado, por lo que el
presente trabajo intenta explicar estas variables a travées de la
caracterizacion morfolégica en los tubérculos, genética con la
caracterizacion de cuatro combinaciones de AFLPs, asi también relacionar
los caracteres morfoldgicos, genéticos y geograficos.

Se recolecto 187 accesiones provenientes de Amazonas (7), Ancash (42),
Arequipa (10) Cajamarca (29), Lima (7), La Libertad (24), Moquegua (13),
Puno (44) y Tacna (11). A nivel morfologico se identific6 68 morfotipos a
partir de los 7 descriptores de tubérculos propuestos por el IPGRI, Ancash
presenta una mayor morfotipos (24), Puno (18), Cajamarca (14), La Libertad
(12), Arequipa y Lima (7), Moquegua y Tacna (6) y Amazonas (4).

Los analisis a través de AFLP con cuatro combinaciones de iniciadores
gener6 112 bandas polimérficas, los cuales permitieron identificar 106
genotipos. Existe un mayor agrupamiento por sectores (norte centro y sur)
gue por su localidad. La variabilidad genética observada se debe
principalmente a la variacion que existe dentro de las accesiones por
departamento que entre departamentos. El analisis de correlacion de
matrices (Mantel) presenta una mayor correlacion genética- geografica en
comparacioén a la genética- morfolégico (0.431y 0.02 respectivamente).

El indice de estructura genética (Fst) permitié identificar las accesiones
cuyos departamentos se encuentran bajo un proceso de aislamiento
genético como son Amazonas, Tacna, Cajamarca, Moquega y Puno,
mientras que La Libertad, Lima y Ancash presentan una baja estructuracion

geneética.

Palabras claves: Oxalis tuberosa, caracterizacion morfoldgica,

caracterizacion genética, estructura genética, AFLP.



l. ABSTRACT

Oca (Oxalis tuberosa) is an orphan crop, its tuber has an excellent nutritional
source that to date serves as a dietary diet for the Peruvian smallholder. It is
an octaploid species whose origin dates from the highlan, with a high
morphological diversity, genetics and a genetic structure. Currently, it has not
been quantified, for which reason the present work tries to explain these
variables through the morphological characterization of the tubers, genetic
traits with the characterization of four combinations of AFLPs, as well as
relating the morphological, genetic and geographical characters.

187 accessions were collected from Amazonas (7), Ancash (42), Arequipa
(10) Cajamarca (29), Lima (7), La Libertad (24), Moquegua (13), Puno (44)
and Tacna (11). The morphological trait has 68 morphotypes were identified
with 7 tuber descriptors proposed by IPGRI, Ancash show us a great
numbers of morphotypes (24), Puno (18), Cajamarca (14), La Libertad (12),
Arequipa and Lima (7), Moquegua and Tacna (6) and Amazonas (4).

The AFLP analysis with four combinations of primers produced 112
polymorphic bands, which allowed to identify 106 genotypes. The grouping
is higher by sectors (north, center and south) than by its location. The genetic
variability observed is mainly due to the variation that exists within the
accessions by department than between departments. The matrix correlation
analysis (Mantel) is higher in the genetic-geographic correlation compared to
the genetic-morphological correlation (0.431 and 0.02 respectively).

The genetic fixed index (Fst) allowed identifying the accessions whose
departments are under a process of genetic isolation such as Amazonas,
Tacna, Cajamarca, Mogquega and Puno, while La Libertad, Lima and Ancash

have a low genetic structure.

Key words: Oxalis tuberosa, morphological characterization, genetic

diversity, genetic structure, AFLP.
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Il INTRODUCCION

En la actualidad, los cultivos menores vienen tomando mucha importancia
para su revaloracion de materiales o genotipos promisorios con elevada
fuente energética, con alto contenido de antioxidantes y con un uso
medicinal para el poblador del Peru y de la region. En este sentido, Campos
et al. (2006) sefiala al tubérculo de oca como una excelente fuente

alimenticia y nutricional en la dieta alimenticia del poblador peruano.

El cultivo de Oca (Oxalis tuberosa), es una especie octaploide (2n=8x=64),
de crecimiento erguido con una altura maxima de 1m de longitud, de raiz
fasciculada, con hojas alternas trifoliadas y una inflorescencia cimosa. Es
una especie albgama, lo que genera una amplia variabilidad genética este
tipo de especie. Sus tubérculos desde el punto de vista agronémico se
clasifican en ocas amargas (Phoscco) y dulces (Ok haya), esta ultima tiene
mejor calidad para el uso alimenticio (Arbizu y Tapia, 1992), la diferencia
entre estas se debe principalmente al contenido de oxalatos (Ramirez,
2002). Asi mismo, se ha identificado restos en las culturas del antiguo
peruano 4250- 4050 AC (Emshwiller, 2006).

Los estudios de Pissard (2008) reportd diferencias genéticas entre
especies, variedades, poblaciones o individuos de oca, esta variacion
puede ser evaluada mediante los indices diversidad genética a través de los
coeficientes de similaridad (Sevilla y Holle, 2004), por lo que la variacion de
los materiales pueden ser influenciada por una distribucién geogréafica
(Hamrick y Godt, 1990). También, los patrones de distribucion geografica
reflejan el efecto de la seleccion humana en ambientes particulares asi
como la historia del desarrollo de un cultivo en diferentes localidades
(Hodgkin, 1995).

Las estrategias de conservacién no solo radica en la distribucién absoluta
de un alelo en particular o de un grupo de alelos (Marshall y Brown,1975),
sino también de las frecuencias de alelos: comunes, ampliamente

distribuidos; comunes, localmente distribuidos; raros y localmente
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distribuidos, por lo que la inclusion de alelos raros localmente distribuidos
dependen del tamafio de la muestra evaluada, sin embargo la identificacion
para la conservacion de alelos en localidades especificas que no se
encuentran ampliamente distribuidas son de interés, porque incluirian alelos
de significancia adaptativa para las poblaciones que los poseen. Ademas
disponen de algunas medidas de diversidad como riqueza alélica (el nimero
de alelos distintos en una muestra) y la distribucion alélica (distribucion de
frecuencias alélicas) (Brown y Weir, 1983).

En la actualidad, el IPGRI/CIP (2001) ha implementado un catalogo que
permite identificar los diferentes morfotipos de oca, el cual permite la
identificacion a partir de tubérculos como de planta. Sin embargo, estos
caracteres no han logrado asociar con los métodos modernos como la
caracterizacion genética de las especies, a través de marcadores
moleculares como son los AFLP (Amplificacion de los fragmentos largos
polimorficos), esta técnica genera marcadores dominantes, los cuales han
permitido realizar estudios de diversidad genética de las diferentes especies

cultivadas.

A la fecha, se tiene un limitado conocimiento de la genética de oca, a nivel
de morfotipo, genotipo, ni la forma de su distribucion, porlo que el presente

trabajo intenta responder a estas preguntas.



[I. MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes
3.1.1. Taxonomia de la oca

Cronquist (1981), ubica a Oxalis tuberosa “Oca”, dentro de la familia

Oxalidacea, su clasificacion taxondmica se describe en la siguiente

informacion:
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Geraniales
Familia Oxalidaceae

Genero Oxalis

Especie Oxalis tuberosa, Molina.

3.1.2 Biologia de oca

La oca es un cultivo del tipo perenne, con crecimiento compacto, alcanza
una altura hasta 1 m.; este cultivo se desarrolla en comunidades campesinas

de la region altoandina de Sudamérica.

3.1.2.1 Tallo

Dentro de la familia Oxalidaceae, el tallo es erguido, cilindrico y suculento;
de forma conica o semiesférica. Ledn (1964) y Cardenas (1969), reportan
la presencia de tallos planos, con estrias longitudinales; con entrenudos
cortos y delgados en la parte inferior. En estado adulto es frecuente
encontrar a los tallos con una disposicién hacia fuera (Leén, 1964). A nivel
de tallo, existe una variacién a nivel de longitud de tallo en las ocas, las
poblaciones de Colombia sus tallos son de bajo porte mientras que las ocas
del centro del Peru y del sur de Bolivia son vigorosos y altas. Asimismo,
existe una variacion en la pigmentacion del tallo (de verde a vino oscuro),
debido a la presencia de antocianinas (Cardenas, 1969). Desde el punto de

vista morfolégico, el tallo, se encuentra formado por tejidos corticales, con
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un parénquima lleno de agua y un cilindro central poco desarrollado; los
haces vasculares se encuentran aislados y la médula se encuentra formada
por parénquima. Esta especie desarrolla estolones, los cuales brotan a nivel
de los nudos subterrdneos del tallo y alcanzan varios centimetros de
longitud (Leo6n, 1964). En la region terminal del estolén, ocurre un
engrosamiento  formando tubérculos que presentan yemas u O0jos.
Orbegoso (1960) sefiala una alta variacion de los tubérculos a nivel de su

forma, longitud y coloracion.

3.1.2.2 Raiz

El sistema radicular a nivel de brote del tubérculo es adventicio, fasciculado

y muy ramificado, lo que le permite resistir a sequias (Orbegoso, 1960).

3.1.2.3 Hojas

Las hojas son carnosas, alternas, trifoliadas y se ubican en filotaxia 2/5, los
peciolos son largos y acanalados, en estos se distinguen claramente dos
partes separados por una superficie de abscision y cuando las hojas caen
las bases de los peciolos permanecen adheridas al tallo (Leén, 1964;
Cérdenas, 1969, Montaldo, 1972). Los foliolos son obcordiformes de 1-4 cm
de largo, verde oscuro y lisos en la cara superior, purpura o verde y

densamente pubescente en la inferior (Lebn, 1964).

3.1.24 Estructura floral

La flor presenta una inflorescencia cimosa, sobre pedunculos largos de 10 a
15 cm, aparecen en las axilas de las hojas superiores y sobresalen de la
planta (Le6n, 1964). El céliz es pentamero y gamosépalo (unido en la base),
son agudos, verdes y de 1 cm de longitud (Cardenas, 1969). La corola es
pentamera y gamopétala (unida en la base), festoneados en la parte
superior, de color amarillo con lineas longitudinales purpuras. Miden entre
1 al1l.2 cmde largo (Cardenas, 1969; Ledn 1964).

White (1975) estudio la Biologia floral de oca, clasificando las flores de
acuerdo a la longitud de sus estambres como cortos, medianos y largos,
a lo que posteriormente se denomind Heterostilia (de acuerdo a la posicion

de los estambres con respecto al estilo), la cual son de tres tipos: (i)
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brevistilia, los estambres se ubican por debajo del nivel del estilo, (ii)
longistilia, los estambres se ubican por encima del nivel del estilo y (iii)
mesostilia, los estambres y los estilos se encuentran al mismo nivel. Este
caracter ha sido utilizado como un descriptor de la especie (IPGRI/CIP,
2001) (Figura 1). Asi mismo Carridn et al. (1995) sefiala que existe una
variacion morfolégica de las ocas a nivel de estambres y esta favorece a la
alogamia. El patrén floral de oca es especial, en donde los verticilos (dos
anteras y una de estigma) se encuentra intercalado indistintamente en las
flores.

El ovario es sincarpico, supero, pentacarpelar, con 4 oOvulos anatropos
bitegumentados, con 5 estilos libres y estigmas bifidos, laminares y de color
amarillo - verdoso, (Cardenas, 1969; Carrion et al., 1995).

qorr £
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s, =
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Brevistilia Me=sostlia Longistlia

Figura 1. Niveles de heterostilia en oca (Fuente: IPGRI/CIP)

3.1.2.5 Fruto

El fruto es una cipsula pentalocular de pared membranosa y encerrados en
el caliz persistente, sus l6culo son elipsoidales y presentan de 1 a 3 semillas
(Ledn, 1964). La dehiscencia de la capsula del género Oxalis, por lo general
es de tipo explosiva, lo que dificulta encontrar semillas en frutos maduros
(Cardenas 1969), sin embargo Carrion et al. (1995) reportd que las semillas

colectadas presentan un 50% de germinacion.
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3.1.3 Ploidia del cultivo de Oca

La ploidia es un disefio en muchas especies cultivadas, no obstante la
mayoria de plantas presentan un disefio diploide (dos juegos de
cromosomas), por lo que la poliploidia es la presencia de tres a mas juegos
de cromosomas.

Una de las formas de clasificar la ploidia en las plantas, se encuentra en
funcion al nimero de juego de cromosomas en la célula; siendo estas
triploides (3x), tetraploides (4x), pentaploides (5x), heptaploides (7x),
octaploides (8x); por lo general, los poliploides impares (3x y 5x) son
estériles y persisten en el tiempo; solo si son capaces de formar una
reproduccion asexual, como sucede en el caso de las papas andinas (3x y
5x) que se propagan asexualmente y también en otros niveles de ploidia (2x
y 4x) donde el cultivo se propaga por semillas como es el caso del algodén
tetraploide y el trigo (Emshwiller, 2006b). Los estudios citolégicos en oca
realizado por De Azkue y Martinez (1990), han corroborado el nimero
cromosomico de base ocho (x=8), la cual han denominado a este grupo
“Oxalis tuberosa Alianza”. Asi mismo los estudios en oca cultivadas fueron
reportadas como octaploide con 64 cromosomas (Valladolid et al., 1994;
Medina, 1994; Talledo y Escobar, 1995; Valladolid, 1996 y Vinueza, 1997)
y posteriormente confirmados mediante citometria de flujo (Emshwiller,
2002).

Grant (1971) clasificé a las especies poliploides en autopoliploides como
papa y camote (derivados de una misma especie) y alopoliploides como
algodon, tabaco y de hibridos artificiales en Triticale (derivados de la
hibridacién de distintas especies. Las diferencias taxonémicas dentro de los
cultivos poliploides se ven reflejada en el contenido de sus cromosomas
Emshwiller (2006b). El apareamiento de los cromosomas dentro de estos
grupos varian, en el caso de los alopoliploides, estos se aparean en pares
como suceden en los diploides, uniéndose exclusivamente con los
cromosomas homologos de su genoma ancestral; de otro lado en los
autopoliploides, los multiples cromosomas homologos pueden aparearse al

azar o unirse juntos de manera anormal en la meiosis formando algunos
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grupos de mas de dos cromosomas, dejando a otros cromosomas
desapareados, por lo que la aloploidia y la autopoliploidia denota un

continuo nivel de divergencia de sus genomas ancestrales.

El genoma de las especies poliploides, se puede representar indicando el
namero y los niveles de divergencia (AAAA= autotetraploide) y (AABB=
alotetraploide). Emshwiller y Doyle (1998) evaluardn el origen de la ploidia
en oca,; para ello, se analizo6 las secuencias del espaciador transcrito interno
del DNA ribosomal nuclear (nrDNA ITS). Los estudios de ITS no fueron
concluyentes por lo que podian identificar con precision los genomas
progenitores octaploides de oca; posteriormente Emshwiller y Doyle (2002)
evaluaron las secuencias del gen cloroplastidial de la glutamina sintetasa
(npcGS), que presenta una sola copia en Oxalis. Las secuencias permitieron
visualizar sefiales claras de multiples secuencias dentro de los individuos de
oca, contribuyendo a elucidar el origen del cultivo de tipo alopoliploide.
Estos estudios sostienen el origen de oca es la conjuncion de diferentes

especies.

3.1.4 Composicién bioquimica de oca

La oca es un cultivo de importancia en el poblador de los andes peruanos,
principalmente su alto contenido caldrico y a su sabor agradable, por lo que
su consumo del tubérculo se realiza de manera fresca y/o deshidratada
(Nacional Research Council, 1989; King y Gershoff, 1987).

Desde el punto de vista nutricional, la oca presenta diferencias nutricional
con concentraciones mejores o similares a la papa. (King y Gershoff, 1987;
Pissard, 2008). Presenta un elevado contenido de humedad (70-80%),
carbohidratos (11- 22%) y de fibra, grasa y cenizas (1%). Los carbohidratos
gue presenta son ricos de azucar y son facilmente digestible. A nivel
proteico, existe una gran variacion (9% en base a su peso seco) de alta
calidad y poseen un buen balance de aminoacidos esenciales como valina
y triptéfano que son limitantes en algunas especies (Pissard, 2008; King y
Gershoff, 1987); a la vez este cultivo tiene una fuente de hierro (Kays et al.,
1979; Flores et al., 2003), acido ascorbico, carotenos, calcio, fibras, fosforo,
proteinas, riboflavinas, tiamina y niacina (Flores et al., 2003). Surco (2004)
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evaluo la composicion de bioguimica de otros tubérculos como oca, mashua
y olluco, donde corroboré a la oca con mayor porcentaje de proteinas,
seguida de grasas y fibras. Estos estudios fueron similares a los presentados
por Sperling y King (1990) quienes compararon el nivel nutricional con otros
cultivos, como papa, maca y olluco. Los niveles de vitamina C en oca fresca
es superior a la papa (Collazos, 1993). Asi mismo Campos et al. (2006)
sefiala al tubérculo de oca como una excelente fuente fotoquimica en la dieta
alimenticia del poblador peruano por su fuente antioxidantes para la
alimentacion.

Los granos de almidon en oca son elipticos, con una solubilidad de 6.97%,
su porcentaje de hinchamiento de 11.85 y su viscosidad 504 centipoise,
estos resultados permitieron proponer a Surco (2004) a través de los
estudios organolépticos en oca, tener excelentes resultados en los

productos de alimentacion instantanea como mazamorra.

3.1.5 Formade Consumo del tubérculo

Los agricultores identifican a los tubérculos en dos grupos (dulces y
amargas); las dulces deben exponerse al sol antes de su consumo, mientras
las ocas amargas (Phoscco) deben someterse a procesos de secados y
lavados para reducir los niveles de oxalatos para su posterior su consumo
(Ramirez, 2002). Las ocas dulces se consume de manera cocida, asada,
K haya (los tuberculos después de ser deshidratados son congelados y
secados en una forma similar al chufio) y Ok’haya (después de la
congelacién pasa por un proceso de lavado con el cual se obtiene un
producto mas blanco y de mayor calidad. Arbizu y Tapia (1992) sefala que
las ocas Ok haya son excelentes en la preparacion de mazamorras y

dulces.

3.1.6 Origen y distribucion geografica de oca

El género Oxalis es cosmopolita, Azkue (2000) sefiala que este género ha
sido reportado en tres centros de origen, siendo la region de los andes la
gue presenta mayor variabilidad morfologica y el nimero mas grande de
taxa. La oca se encuentra distribuido en Sudamérica desde Venezuela hasta

Argentina, en un rango de 3000- 4000 msnm y se encuentra adaptada al
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clima templado-frio. (Nacional Research Council, 1989). La regién andina
ha generado una presion evolutiva sobre los tubérculos, siendo los
ambientes de clima seco, los que favorece en el desarrollo de érganos de
almacenamiento (Vavilov, 1992; Hawkes, 1983). Asimismo, el origen de la
oca se encuentra en los valles andinos, principalmente en la region sur del
Peru; donde se postula a la region de Cuyo- Cuyo (norte del lago Titicaca)
la posible area de domesticacion de la oca, donde se cultiva en andenerias
incaicas (Hodge, 1949), asimismo los altos niveles de variabilidad
morfolégica en ocas cultivadas, se encuentra en Bolivia y en el sur del Per,
lo que permiti6 a Cook (1925) y Leon (1967) postular que la oca fue
domesticada en zonas cercanas al lago Titicaca.

Vavilov (1992) sefiala que el origen y domesticacion de la oca se realizé en
épocas muy antiguas, posiblemente simultdnea a la papa. Debido a esta
antigiiedad ha generado (i) un gran nimero de morfétipos conocidos, (ii)
una amplia distribucion geogréfica y (iii) una ausencia de tipos silvestres
Ledn (1964).

3.1.7 El cultivo de oca en las culturas andinas

La regién andina es uno de los centro de diversidad genética de las plantas
(Vavilov, 1951), es considerada como uno de los centros de evolucion de
los cultivos, donde la agricultura se desarrollé independientemente, donde
los agricultores andinos domesticaron numerosas raices, tuberosas,
granos, vegetales y frutas.

Las raices y tuberosas, tuvieron un importante rol en la alimentacién del
imperio Inca. Asimismo, la oca ha cumplido un papel importante en la
alimentacion del antiguo poblador peruano, tal como demuestra las
representaciones de oca en los ceramicos pre-colombinos, asi también se
demuestra en cronicas espafolas (Trognitz et al., 1998); en vasos
ceremoniales (Sperling y King, 1990), urnas de ceramios Yy esculturas Ugent
y Ochoa (2006), a la vez se ha registrado en restos arqueoldgicos en
pobladores en el desierto costero del Peru (4250- 4050 AC). (Tabla 1)
(Emshwiller, 2006b).



Emshwiller (2006a) sefala que la oca ha sido considerada dentro de los
tubérculos menores como el segundo cultivo de importancia después de la
papa en los sistemas agricolas, siendo la dieta de millones de pobladores
guechuas y aymaras en Ecuador, Peru y Bolivia; este cultivo no solo ha
sido consumido por los antiguos pobladores peruanos, también en Colombia
y Argentina. En la actualidad, el cultivo de oca ha empezado a tener
importancia comercial ya que no solo se conoce en Sudamérica sino que se
esta comercializando en otros paises como sucede en Nueva Zelanda
(Nacional Research Council, 1989) donde se ha desarrollado nuevas lineas
(Martin et al., 2005), Finlandiay México (Sperling y King, 1990).

3.2 Generalidades

3.2.1 Diversidad biolégica.

El término de diversidad bioldgica o biodiversidad, se refiere a toda forma de
vida (plantas, animales y micro-organismos) y sus ecosistemas en las cuales
interactian. La biodiversidad agricola o agrobiodiversidad es un amplio
término que incluye todos los componentes de diversidad biol6gica
relevantes para la alimentacion y la agricultura; este término se refiere
particularmente a la busqueda de diversidad en cultivos utilizados para la
alimentacion y agricultura, este término incluye al conocimiento de los
agricultores, por lo que se engloba a los recursos genéticos vegetales para
la alimentacion y la agricultura” (Long et al., 2002). En los sistemas
agricolas, la diversidad biolégica se da en tres niveles: a nivel del

ecosistema, de las especies y a nivel de variedad.

La diversidad bioldgica de los cultivos es esenciales para la humanidad, ya
gue proporciona la materia prima a la poblacién y soporta el equilibrio
ecoldgico. Estos recursos contribuyen al fortalecimiento de la alimentacion
humana, por lo que la diversidad debe ser manejada y conservada
adecuadamente para sostenimiento del poblador y proveer una via de
desarrollo positivo para las personas mas pobres del planeta; debido a esto
es de importancia el determinar la diversidad genética y su estructura
genética de las especies cultivadas.
10



Tabla 1: Registro arqueoldgico del cultivo de oca a nivel de Sudamérica

Pais Sitio Lugar Evidencia  Region Antiguedad Referencia

Cueva de Guitarrero Callejo de Huaylas Smith 1980, Linch 1980

Tubérculo Andes centrales 9 000-10 000 AC

Region Ancén-

Punta Grande Chillén Tubérculo  Costa Central 3 800-4 000 AC Moseley 1975; Martins 1976
Putaca Tarma Tubérculo Andes centrales 1400-1 00.0 AC Hastof 1983
(H. Medio)
Pera Pacheco Arte Costa 1400-1 000 AC Yacovleff y Herrera 1934
( H Medio)
Jauja Valle del Mantaro Tubérculo Andes centrales 53,0'470 AC Hastorf 1983, D'Altroy y Hastorf 1984
(H Tardio-  Per. Inca)
Pachacamac Valle de Tubérculo Costa 530-470 AC Towle 1961
Pachacamac (Per. Inca)
Cusco Arte Andes del sur Post conquita Vargas 1981, Flores Ochoa et al., 1998
Colombia Sabana de Bogota Bogota Tubérculo Colombia central 3 860-2 725 AC Correal Urrego 1990
Argentina Huachichocana Region Tubérculo Noreste Argentina 1270 AC Pearsall 1992
Valliserrana

Referencia;: Emshwiller 2006b
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3.2.2 Diversidad Genética.

La diversidad genética es un término muy amplio, esta referida a las
diferencias genéticas entre especies, subespecies, variedades, poblaciones o
individuos (Pissard, 2008). Desde el punto de vista genético, Jarvis et al.
(2000) sefiala que la diversidad genética se refiere a la variacion de genes
dentro de unas poblaciones o0 especies y la evaluacion de estas se realiza
por diferentes métodos que determinan y analizan la diversidad genética de
una especie, la cual generalmente se realiza a través de los coeficientes de

disimilaridad.

Sevilla y Holle (2004) sefialan que la diversidad genética de una especie
presenta variaciones dentro de una poblacion y entre las poblaciones de la
misma especie, sin embargo la diversidad genética dentro de una especie no
se encuentra distribuida uniformemente en los ambientes donde se desarrolla
la especie. Evidencias actuales sugieren que la distribucién geogréfica influye
en la variacidn observada en especies silvestres (Hamrick y Godt, 1990),
especialmente en los cultivos, ya que los patrones de distribucion geogréafica
reflejan el efecto de la seleccion humana en ambientes particulares asi como

la historia del desarrollo del cultivo en diferentes localidades (Hodgkin, 1995).

Las estrategias de conservacion no radica en la distribucion absoluta de un
alelo en particular o de un grupo de alelos, sino también de las frecuencias
de alelos: comunes, ampliamente distribuidos; comunes, localmente
distribuidos; raros, ampliamente distribuidos y raros, localmente distribuidos,
por lo que la inclusién de alelos raros localmente distribuidos depende del
tamafio de la muestra evaluada (Marshall y Brown; 1975), sin embargo la
identificacion para efectos de conservacion de alelos en localidades
especificas que no se encuentran ampliamente distribuidas son de interés,
porque incluirian alelos de significancia adaptativa para las poblaciones que
los poseen. Ademas disponen de algunas medidas de diversidad como
riqueza alélica (el namero de alelos distintos en una muestra) y la distribucion

alélica (distribucion de frecuencias alélicas) (Brown y Weir, 1983).
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3.2.3 Estructura genética

La estructura genética de una especie se encuentra relacionada a la variacion
genética de las unidades taxondmicas; estas unidades pueden ser las
variedades o morfotipos identificados en un banco de germoplasma. La
estructura genética también se refiere a la variacion de la especie en el
espacio, por lo que la diversidad genética no se encuentra distribuida
uniformemente en el espacio, el cual puede diferir entre regiones y entre
localidades (Jarvis et al., 2000). Estos tipos de estudios permite determinar
la variacion genética de una especie dentro de un ambiente geografico,
permitiendo conocer sus patrones geograficos (Loiselle et al., 1995; Stehlik
y Holderegger, 2000; Del Rio et al., 2001; del Rio y Bamberg, 2002; Gichuki
et al.,, 2003; Rivera-Ocasio et al., 2006; Kizito et al., 2007), su gradiente
altitudinal y la asociacion de la estructura genética (Wen y Hsiao, 2001; Li et
al., 2007; Ohsawa y lde, 2008). Los factores socioeconémicos influyen en la
estructura de la variacién genética de una especie en un sistema del cultivo
tradicional como son las variedades comerciales y no comerciales, como es
el caso de la estructuracion artificial como un efecto humano en la

identificacion de variedades dulces y amargas (Mkumbira et al., 2003).

Asimismo, fuera de los factores en la cual interviene el hombre, existe una
influencia de otros factores que afectan a la diversidad genética y a la
estructura de una especie, como son las caracteristicas y los factores
evolucionarios como la seleccion, mutacion, recombinacion, flujo de genes y

deriva genética.

3.2.4 Marcador Molecular

3.2.4.1 Marcador morfolégico- definicién

Son caracteres fenotipicos que permite una identificacion visual, como forma,
color, tamafio o altura de un caracter; estos marcadores se convierten en
descriptores de importancia en la caracterizacion de variedades o morfotipos.
Las caracteristicas morfolégicas controladas por un solo locus pueden ser
utilizadas como un marcador genético si su expresion es reproducible en un

amplio rango de ambientes. Los marcadores morfol6gicos son codominantes
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y son utiles para predecir la respuesta genética del caracter a seleccionar,
ellos pueden ser influenciados por el medio ambiente y por factores genéticos,
como la epistasis. Por tal motivo, la descripcion de tal caracteristica sélo tiene
sentido cuando esta acompafiada de una informacién de pedigree

apropiadamente documentada y condiciones ambientales controladas.

3.2.4.2 Marcador genético - definicién

Nuez et al. (2000) define a un marcador genético como cualquier “diferencia
fenotipica controlada genéticamente y utilizada en el analisis genético” por lo
gue un marcador genético es un marcador de un locus con caracteristica
polimérfica. Este marcador, pueden utilizarse con una doble finalidad, para
identificar un locus que controla la diferencia genotipica e identificar otro
locus que se encuentre proximo a la regiéon de que controle al caracter de
interés.

Un marcador genético debe presentar una serie de caracteristicas para que
se considerado un buen marcador utilizable en la mejora: (i) Polimérfico o

multialélico, (ii) Co- dominante y (iii) no epistatico.

3.2.4.3 Clasificaciéon de los marcadores genéticos

En La actualidad, las técnicas para evaluar la diversidad genética, se dividen
en tres categorias: (i) No basados en PCR (Isoenzimas y RFLP); (ii) basados
con iniciadores arbitrarios o semiarbitrarios (RAPD y AFLP) y (iii) PCR de sitios
blancos, donde se diseflan primers en regiones del genoma que son
polimorficos (Microsatélites). (Karp et al., 1997; Williams et al., 1990; Vos et
al., 1995).

3.2.5 Amplificacion de los fragmentos largos polimérficos (AFLP)

3.2.5.1 Principio

La técnica de AFLP fue descrito por Vos et al. (1995), el andlisis consta de
cuatro etapas; (i) Digestion donde el DNA gendémico total del individuo es
cortado con enzimas de restriccion, (ii) Incorporacion adaptadores especificos

a los extremos de los fragmentos genomicos generados por la digestion
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enzimatica; (iii) Amplificacion selectiva de una fraccion de los fragmentos
generados via PCR utilizando iniciadores o primers disefiados
especificamente para reconocer las secuencias en los adaptadores; dicha
especificidad est4 determinada por el nimero de nucledtidos selectivos que
posea el iniciador del AFLP, en el extremo 3’, pueden tener desde 0 a 3
nucleotidos selectivos y (iv) la Separacion de los fragmentos amplificados a

través de geles de alta resolucion (geles de acrilamida).

La técnica de AFLP permite determinar la variabilidad genética de la especie
a través del polimorfismo que presentan los sitios de restriccion, indicando la
presencia o ausencia de los fragmentos amplificados y por ende la

variabilidad de la especie. (Grattapaglia, 1995 y, Furini y Wunder, 2004).

3.2.5.2 Aplicaciones de latécnica de AFLP

Mediante la técnica de AFLP, se han dirigido preguntas de evolucién y
distancias genéticas entre especies relacionadas, asi también para realizar
analisis de diversidad genética de germoplasma (cebada, yuca, lechuga,
coco, maiz, arroz, cafia de azucar, soya y te).

Los marcadores AFLPs tienen una aplicacion muy amplia de la variacion
genética bajo el nivel de especie, particularmente en investigaciones de
estructura de poblaciones y diferenciacion, incluyendo la estimacién de
analogos Fst vy la variacion genética dentro de poblaciones. Estos andlisis
son cruciales para los estudios de genética de la conservacion y la rapides
con la cual los marcadores AFLP pueden ser generados, permiten tener una
informacion crucial en corto tiempo para decisiones de conservacion. La alta
resolucién de los marcadores AFLPs permite examinar la identidad clonal de
individuos, permitiendo evaluar la inferencia acerca de los modos de
reproduccion sexual y asexual (Mueller y Wolfenbarger, 1999).

Los AFLP tiene el potencial para resolver las diferencias genéticas para la
identificacion de individuos y analisis de parentesco. En el caso ideal unas
cuantas combinaciones de primers seran suficiente para generar un adecuado
namero de marcadores polimorficos; en el peor de los casos muchos
marcadores AFLP son generados con una serie combinaciones de primers

para revelar las diferencias entre individuos estrechamente cerrados o
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mejorados, o para confirmar una falta de diferencia en los clones. (Mueller y
Wolfenbarger, 1999), tambien pueden generar marcadores polimorficos
dentro del genoma sin la necesidad de conocer secuencias especificas, por
lo que esta técnica es una herramienta importante en la generacion de mapas

de ligamiento (Mueller y Wolfenbarger, 1999).

3.2.6 Taxonomia Numérica

La taxonomia numérica es una herramienta que ayuda en la clasificacion de
individuos y ha sido definida como la evaluacion numérica de la afinidad o
similitud entre unidades taxonomicas y el agrupamiento de estas unidades en
taxones, basandose en el estado de sus caracteres (Sosal y Sneal 1963). Este
método permite lograr interpretaciones de semejanza entre dos o mas

organismos, al ser evaluados con un mismo conjunto de caracteres.

3.2.6.1 Técnicas numéricas para la evaluacién de la diversidad.

Las técnicas numéricas son parte de la taxonomia numérica que calcula la
afinidad entre unidades taxondmicas en base al estado de sus caracteres.
Crisci y Lopez (1983) sefialan los pasos a seguir para la evaluacion en la
evaluacion genética:

A. Eleccion de las unidades: se eligen los organismos a estudiar y se
definen las unidades a clasificar denominadas Unidades Taxonomicas
Operativas (OTU).

B. Eleccidn de los caracteres: se eligen a los caracteres que describan a
las OTU’s y se registran el estado de los caracteres presentes.

C. Con la informacién obtenida en los pasos anteriores se construye una
matriz basica de datos (MBD) de OTU’s por estado de los caracteres.

D. Obtencién de un coeficiente de similitud para cada par posible de
OTU’s, teniendo en cuenta la MBD vy utilizando un coeficiente
adecuado.

E. Construccion de una matriz de similitud. Con los valores de similitud
calculados en paso anterior se construye una matriz de similitud OTU
por OTU.
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F. Conformacion de grupos. A base de la matriz de similitud del paso
anterior y mediante la aplicacion de distintas técnicas se obtiene la
estructura taxonémica del grupo en estudio.

G. Generalizaciones, se formulan las generalizaciones acerca de los
taxones, tales como eleccion de los caracteres discriminatorios,
relacion entre los organismos, inferencias acerca de los taxones.

Estos pasos son representados en la figura 2

Eleccion de
OoTU
Eleccion de
caracteres
: Obtencion de un Construccién de
~ coeficiente de una matriz de
Construccion de similitud para cada similitud
una Matriz Basica par posible de
de Datos oTuU

U

o Conformacién de
Generalizaciones <::| Grupos de igual
estructura
taxonémica

Figura 2. Esquema de la evaluacién de la diversidad a partir de métodos

numéricos

La seleccion de las OTU’s, depende de la estrategia y los objetivos del
investigador, pudiendo ser individuos, poblaciones, géneros o especies; por
lo que la entidad unitaria, estara compuesta por individuos lo mas
homogéneos posibles (Crisciy Lopez, 1983). Los caracteres evaluados, son
cualquier caracter que varié dentro de las OTU’s de estudio (Sneath y Sokal,
1973). Los diferentes estados evaluados de los OTU’s se consignara en la
MBD,; los caracteres evaluados puede ser: morfologicos, fisioldgico, quimicos,

etoldgicos, ecologicos, geograficos o genéticos. Sokal y Sneath (1963) sefiala
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gue no debe introducir en la MBD sesgos en la eleccion de los caracteres y
no se debe seleccionar caracteres que no cuente con una expresion adecuada
de la especie.

Con respecto al nimero de caracteres que se debera utilizar no existe un
numero o formula para calcularlo, aunque existen algunas consideraciones
gue podrian ser utiles, por lo que mientras mayor sea la cantidad de caracteres
evaluados, mayor seré la informacion recolectada ya que estos caracteres
tomados al azar y sin sesgo estaran representando una muestra al azar del
genoma.

La taxonomia numérica exige que todos los datos sean expresados en forma
cuantitativa, de modo que sean evaluados, como no todos los caracteres se
pueden expresar en datos cuantitativos, algunos deben ser sometidos a una
transformacion para poder analizarlos, como es en el caso de los datos
morfoldgicos; donde no seria necesaria una transformacion siempre y cuando
se trabajen con datos de doble estado (presencia o ausencia).

Los marcadores moleculares, como son los AFLP, son un tipo ejemplo de
datos de doble estado; en este caso se evalla a nivel de presencia o0 ausencia
de un determinado marcador molecular como 1 6 0, respectivamente (Crisci y
Lopez, 1983).

La matriz de similitud es insuficiente para expresar relaciones entre la
totalidad de las OTU’s, pues solo expone similitudes entre pares de dichas
unidades. A fin de visualizar la informacion de similitud entre pares de OTU’s
e identificar las relaciones entre la totalidad de ellas, se usan frecuentemente
las técnicas de agrupamiento y de ordenacion. Con estas dos técnicas se
pueden obtener una representacion grafica de la estructura taxonémica para
su posterior analisis. La identificacion de OTU’s parecidos o similares es
necesario cuantificarlos a través de coeficientes de similitud, mediante este
método se pueden calcular las similitudes respecto a cada par de OTU’s de
una matriz basica de datos. Estos coeficientes se pueden clasificar en 3 tipos:
(i) de distancia, (ii) de correlacién y (iii) de asociacion. Estos coeficientes se
basan en analisis multivariados, la representacion grafica de estos indices se
encuentra en mas de dos dimensiones (espacio euclidiano). Dentro de los

marcadores moleculares utilizan coeficientes de asociacion.
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3.2.6.2 Coeficiente de asociacion
El coeficiente de asociacion mide la coincidencias y diferencias en los estados
de carédcter entre dos OTU’s, para ello utilizan datos de doble estado

(presencia=1 y ausencia= 0). Si se comparan dos OTU’s, " y “k”, para un

caracter doble estado (presencia— ausencia) se tienen cuatro posibilidades:

Si se traslada esas posibilidades a una matriz de 2 x 2, se obtendra la

siguiente representacion:

oTU “J"”
1] 0
11| 1.0
|1
X Al B
P 01| 00
o |o
cl| b

Donde A: Ambas OTU'’s tengan presente el caracter comparado.
B: Ambas OTU’s tengan ausente del caracter comparado.
C: La OTU J presenta un caracter que la OTU K carece.

D: La OTU K presenta un caracter que la OTU J carece.

El resultado en la suma de a, b, ¢, d es el numero total de caracteres
utilizados (n).

A partir de los valores obtenidos, se presentan distintos coeficientes de
asociacion como: (i) Simple matching coefficient (SMC), (ii) Jaccard (J) v (iii)
Dice o Sorensen (D).

3.2.6.2.1 Simple Matching (Sokal y Michener, 1958)

Este coeficiente (SMC) maximiza la cantidad de informacion obtenida de un
perfil de AFLP teniendo en cuenta todos los loci analizados. Este coeficiente
proporciona el mismo peso a la presencia y ausencia de las bandas. Este

coeficiente cuenta con interesantes propiedades métricas euclidiana que
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permiten su utilizacion en un analisis de varianza molecular (AMOVA).
(Excoffier et al., 1992).

3.2.6.2.2 Jaccard (Jaccard, 1908)

Este coeficiente soélo toma en cuenta la banda presente en al menos uno de
los individuos, por tanto, no se ven afectada por bandas de homoplasicas
ausente (cuando la ausencia de la misma banda se debe a diferentes

mutaciones).

3.2.6.2.3 Dice (Dice, 1945)

Este coeficiente es equivalente a los coeficientes de Neiy Li (Ney y Li, 1979)
y al de coeficiente de Sorensen (Sorensen, 1948). Este coeficiente confiere
mayor peso a las coincidencias. Los valores varian entre 0-1, que equivalen a
los valores de minimo y maxima similitud, respectivamente Crisci y Lépez
(1983). Este coeficiente es comparable con el Coeficiente de Jaccard (Bonin
et al., 2007).

@+ a+d i 2a

J=

ShiC= = =
g+bhec+ed it a+bh+e a+bh+c

Figura 3. Coeficientes de asociacién para analisis de similaridad (SMC=

Simple Matching, J= Jaccard, D = Dice).

3.2.6.3 Andlisis de agrupamiento.

En la construccion de los arboles filogenéticos existen métodos para realizar
la matriz de distancias, los mas empleados son el Neighbour Joining vy la
Media aritmética no ponderada o UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), cuya diferencia radica en el uso de modelos en la tasa
de evolucion como lo es Neighbour joining (Eding y Laval, 1999, Takezaki y
Nei, 1996).

Weir (1996) define al método UPGMA como una distancia entre grupos,
producto del promedio de todas las distancias entre pares de cada una de las

combinaciones, con el cual se construye arboles o dendogramas mediante
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sucesivos agrupamientos bajo el criterio de promedio de las distancias en
cada par, por lo que su taza de cambios evolutivos es constante. El algoritmo
del UPGMA es jerarquico, aglomérativos, secuencial y exclusivo. Parte de las
“n” OTU’s y va agrupando las OTU’s en grupos; las OTU’s mas similares son
agrupadas primero y estos grupos iniciales son luego agrupados de acuerdo
a su similitud. Los grupos que se originan presentan rangos ademas, las
OTU’s miembros de un grupo no puede pertenecer a otro grupo que se halle

en un mismo nivel.

3.2.6.4 Analisis de remuestreo

La estimacion de las distancias genéticas entre poblaciones es un método
estadistico, por lo que su remuestreo es importante. Existen técnicas
estadisticas de remuestreos como “Bootstrapping” y Jackknife, que permite
graficar multiples arboles y estimar la fiabilidad para los diferentes nodos en
el arbol y evaluar el nivel de confianza del arbol (Weir, 1990), por lo general
el proceso se repite un gran numero de veces (1000).

3.2.7 Andlisis Molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA, es un procedimiento estadistico importante que permite el
particionamiento de la variacibn genética entre poblaciones y regiones;
también permite la estimacion del estadistico F o sus analogos. Antes de
realizar cualquier tipo de andlisis mediante el AMOVA, es necesario entender
las hipétesis nulas y alternativas (Ho y Ha), tipicamente en biologia la
hipétesis nula, concierne a la condicion de “No existe diferencias significativa
entre las medias de los diferentes tratamientos”. En el caso del AMOVA:

Ho= No existe diferencias genéticas entre las poblaciones (Fst=0 o Rst=0).

Ha= Existen diferencias genéticas entre las poblaciones (Fst>0 o Rst>0).

Para el AMOVA, la hipétesis nula define a las subpoblaciones de analisis
pueden ser consideradas parte de un gran niamero aleatorio de una poblacién
genética problema. (Peakall y Smouse, 2006). Los andlisis de variancia
evaluados dentro de los programas como Arlequin (Excoffier et al., 1992) y
Genalex (Peakall y Smouse, 2006) estan basados en el analisis de variancia

en la frecuencia de genes, por lo que la definicion de grupos de poblaciones
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es de suma importancia, ya que se evaluara ambos grupos. La varianza total
de la poblacion en estudio puede ser particionada entre los componentes de
la covarianza unidas a las diferencias intra-individual e inter- individual y/o
diferencias inter- poblacionales. Los componentes de la covarianza (o) son
usados para determinar el indice de fijacion, como originalmente fue definido
por Wright (1951, 1965).

3.2.8 Andlisis de coordenadas principales (PcoA).

El analisis de coordenadas principales (PCoA) es un miembro de la familia de
los analisis factoriales que se analiza a partir de las distancias obtenidas por
las matrices. Esté andlisis considera el espacio de altas dimensiones a ser
leibles a la busqueda para un subespacio de baja dimension donde las
distancias entre unidades son tan cerrados como es posible las distancias de

origenes. EI PCoA extrae un primer eje (una dimensién).

3.2.9 Analisis de Componentes principales

Es una técnica estadistica de sintesis de informacion o reduccion de la
dimension; el objetivo de esta técnica es la reduccion de la informacion a un
menor nimero sin perder ninguna informacién. Cada componente contiene
una parte de la variabilidad total de los caracteres, donde el primer
componente es el que contiene la mayor variabilidad, el segundo y tercer
componente se va distribuyendo entre sus diferentes componentes. Cada
componente principal es independiente a los otros; es decir, contiene una
porcién de la variacion no expresada en ningln otro componente principal y

puede ser representado en dos o tres dimensiones.

El cuadrado de la contribucibn de un caracter para un componente
representa la varianza de ese caracter para dicho componente y la sumatoria
de las varianzas de todos los caracteres para un determinado componente
principal recibe el nombre de Eigen-valor o raiz latente. El valor Eigen, son
diferentes para cada componente, en donde el componente con mayor valor
de Eigen sera el primer componente principal el que le sigue sera el segundo

y asi sucesivamente.
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La suma de los Eigen-valores, constituye la varianza total de las OTU’s para
los caracteres utilizados. Estos componentes se pueden representar
graficamente, generalmente se eligen los tres primeros componentes, ya que
contienen la mayor parte de la variabilidad y la combinacion de los gréficos

bidimensionalmente.
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IV. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollo en los laboratorio de Biologia Molecular de
del Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA) y en el Laboratorio
Marcadores Moleculares de la Division de Biodiversidad y Conservacion de
Recursos genéticos (Division 2) del Centro Internacional de la Papa (CIP).

4.1 Materiales.

4.1.1 Enzimas y Kits:
- Taq DNA Pol. (Producida por el Centro Internacional de la Papa)
. RNAsa (SIGMA®)
- dNTPs mix 5mM (Promega®)
- Enzima de restriccion Pst | (New England Biolabs®)
. Enzima de restriccion EcoRI (New England Biolab®)
. Enzima de restriccion Msel (New England Biolab®)
. Enzima T4 DNA ligasa (New England Biolab®)

4.1.2 Reactivos:
- Acido Acético (Sigma®)
- Acido Borico (Sigma®)
- Alcohol isoamilico (Merck®)
- Acrilamida (Sigma®)
- Agarosa (Sigma®)
- Azul de Bromaéfenol
- Bisacrilamida (Sigma®)
- Bromuro de Etidio (Sigma®)
- Bromuro de Hexadeciltrimetil amonio (CTAB) (Aldrich®)
- Carbonate de Sodio (Merck®)
- Cloroformo (Merck®)
- Cloruro de Potasio (KCI) (Sigma®)
- Cloruro de Sodio (NaCl) (Merck®)

- Sigamacote (repelente) (Sigma®)
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- Bind silano Adherente (Sigma®)

- EDTA (&cido etilen diamino tetra acético) (Sigma®)
- Etanol absoluto (Merck®)

- Formaldehido 37% (Merck®)

- Formamida (Sigma®)

- Hidréxido de sodio (Merck®)

- Isopropanol (Merck®)

- Mercaptoetanol (Sigma®)

- Naranja G (Sigma®)

- Nitrato de Plata

- Persulfato de Amonio (Sigma®)

- Sacarosa (Sigma®)

- TEMED (N.N.N'.N'-Tetra-metil etilen di-amina) (Applichem®)
- Tiosulfato de Sodio (Fisher®)

- Tris (Tris [hidroxi metil] amino etano) (Sigma®)

- Urea (Applichem®)

- Xilencianol (Sigma®)

4.1.3 Equipos:

- Savant fast prep (BIOONE®)

- Bafio Maria (Precision Scientific®)

- Agitador magnético (Fisher Scientific®)

- Camara de Electroforesis Horizontal (Gibco®)

- Camaras de Electroforesis Vertical Modelo S2 (Gibco®)

- Captador de imagenes digital (Epichemi®)

- Fuentes de Poder de 200 y 3600 voltios (EC 250-90 Termo
electrocorporation)

- Microcentrifuga (Eppendorf®)

- Orbital Shaker (VWR DS2 — 500 E2)

- Destilador de agua

- Sistema de Agua Ultrapura (Barnstead ®)

- Termocicladores modelo PTC 100 (MJ. Research®)

- Transiluminador UV (Bio Rad®).
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4.1.4  Programas bioinformaticos:
- NTsys 2.2 pc.
. DARwin 5.0.

. Genalex 6.3

4.1.5 Materiales de vidrio y otros:

- Espatulas, pinzas y tijeras

- Gradillas para tubos de microcentrifuga

- Guantes de vinil (libre de polvo)

- Matraces y vasos de precipitado

- Papel Watman N° 1

- Placas de policarbonato para PCR de 96 muestras con tapas

(MJResearch®)

- Placas de vidrio de secuenciamiento para electroforesis vertical

- Probetas de 100, 250, 500 y 1000 ml

- Puntas plasticas cortadas 200 ml (Daigger®, Oxford® y Fisher®).
Puntas sin cortar de 50, 200 y 1000 uL (Daigger®, Oxford®y
Fisher®)

- Tubos para microcentrifuga de 1.5 ml

- Tubos para microcentrifuga de 2.0 ml.

4.2 Metodologia.

4.2.1 Colecta del Material biolégico

Se realiz6 una colecta de tubérculos de oca, durante los meses de Marzo-
Mayo, procedentes (i) de las comunidades circunscrita al proyecto
“Conservacion in situ de los Cultivos Nativos y sus Parientes Silvestres”
desarrollado por el Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA):
Cajamarca (29), Lima (7) y Puno (44) y (i) comunidades de Amazonas (7),
La Libertad (24), Ancash (42), Arequipa (10), Moquegua (13), y Tacna (11).
(Tabla 2).

Para el presente trabajo se selecciondé 187 accesiones; los cuales fueron

evaluados a traves de la caracterizacion morfologica y genética. La colecta
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estuvo bajo la supervision del PhD Eve Emshwiller, Universidad de
Winsconsin (EEUU). Durante la colecta se evaluardn los tubérculos bajo tres
criterios de seleccion: al azar, dirigido y seguridad; siendo codificadas
alfanuméricamente con 6 digitos (00.00.00), el cual indica el departamento,
el agricultor y numero de tubérculos colectados; también se registro sus datos

georeferenciales (Tabla 2).

Tabla 2: Identificacibn de los tubérculos colectados en los diferentes
departamentos, asi mismo sefialan los Identificadores (ID) y el cédigo de

Colecta

Cbédigo  Numero
Departamento ID de de

colecta muestras

Amazonas AMAOOO 05.00.00 7
Ancash ANCO00 10.00.00 42
Arequipa AREOOO 18.00.00 10
Cajamarca CAJOOO 03.00.00 29
Lima LIMOOO 01.00.00 7
La Libertad LLIOOO  07.00.00 24
Moquegua MOQO00 15.00.00 13
Puno PUNOOO 13.00.00 44
Tacna TACO000 16.00.00 11
Total 187

4.2.2 Regeneracion y Conservaciéon de las accesiones de Oca.

Los materiales colectados durante los trabajos de colecta fueron regenerados
en dos Estaciones Experimentales del INIA (EEA. Santa Ana-Junin y EEA.
Andenes-Cusco). En la EEA. Santa Ana, se propagoé los materiales para su
posterior caracterizacion genética 'y en la EEA. Andenes para su conservacion
en el Banco de Germoplasma de oca de la Subdireccion de Recursos
Genéticos.
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4.2.2.1 Regeneracion de tubérculos

La regeneracion permitio la propagacion de las accesiones analizadas, esta
se realizdé en campo o0 en macetas, hasta que las accesiones desarrollen su
ciclo fenolégico, durante el desarrollo vegetativo se procedio a los estudios
de genetica a partir de las hojas y tubérculos para la evaluacion morfolégica.
Las accesiones se sembro durante el periodo Mayo 2006- Junio 2007; en los
campos de la Estacion Experimental Santa Ana (INIA), ubicada en el distrito
El Tambo (Huancayo-Junin), las coordenadas geograficas son 12°00°00”LS,
75°13'05”LW a 3260 msnm, una temperatura promedio de 6-18 °© C y

precipitacion anual de 800 mm.

4.2.2.2 Conservacion de accesiones

Posteriormente a la regeneracion, se cosecho los tubérculos de las
accesiones evaluadas, manteniendo las codificaciones originarias, los
tubérculos fueron separados en dos grupos: el primero, para su conservacion
en la Estacion experimental Andenes en Cusco y el segundo para su
caracterizacion morfolégica en las instalaciones del Centro internacional de la

Papa (La Molina).

4.2.2.3 Caracterizacién Morfolégica de las accesiones de oca

Los tubérculos de las accesiones de oca fueron caracterizados siguiendo la
metodologia de los descriptores Oca (IPGRI/CIP 2001) (Anexo 2), los
principales descriptores de tubérculos evaluados se observan en la Tabla 3,
para la identificacion de los colores primarios y secundarios se realiz6 a través
de Tabla de Colores de la Real Sociedad de horticultura “RSH Colour Chart”
(The Royal Horticultural Society, 1995).

4.2.2.4 Andlisis de la caracterizaciéon de los tubérculos de oca.

Los caracteres cualitativos de los caracteres evaluados fueron registrados en
una matriz béasica de datos (MBD). Los datos obtenidos fueron
estandarizados, esta consistié en expresar los valores de la matriz basica de

datos en unidades de desviacion estandar (Crisci y Lopez, 1983). El calculo

mencionado se expresa:
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Xijest = (Xij- Yi) / Si

Donde:

Xij  : El valor del caracter i para el OTU-|
Yi . Lamedia del caracter i.

Si : Desviacion estandar del caracter i.

Con el objeto de identificar los morfotipos, sus duplicados y determinar los
caracteres que aportan la mayor variabilidad se realiz6 analisis de similaridad
utilizando el coeficiente de distancia taxondémica y analisis de Componentes
principales (ACP).

Tabla 3: Principales descriptores de oca a nivel tubérculos.

Carécter Descripcion
1 Color predominante de la superficie de los tubérculos
2 Color secundario de la superficie de los tubérculos
Distribucién del color secundario de la superficie de los
3 tubérculos
4 Color predominante de la pulpa de los tubérculos
5 Color secundario de la pulpa de los tubérculos
6 Distribucién del color secundario de la pulpa de los tubérculos
7 Forma de los tubérculos

4.2.3 Analisis de caracterizaciéon genética.

4.2.3.1 Extraccion de los acidos desoxirribonucleicos (DNA)
Los DNAs fueron aislados segun la metodologia de Cetyl trimethylammonium
bromide- CTAB (Doyle y Doyle, 1990). La extraccion se realiz6 por duplicado

a partir de las hojas jovenes y frescas; que a continuacion se detalla:

29



En un tubo de microcentrifuga (2 mL) se colect6 entre 3 a 5 hojas jovenes y
frescas, donde se adicion6 750 uL de Buffer de Extraccion CTAB 2X y 2uL
de B-Mercaptoetanol. Se utiliz6 un homogenizador de tejidos (Savant fast
prep, BIOONE®) la cual utiliza perlas de ceramica para la trituraciéon de los
tejidos; el homogenizador tuvo un periédo de 40 segundos, posteriormente
las muestras se llevo a bafio Maria a 65 °C por 45 minutos; posteriormente,
se adicion6 750 uL de la solucién de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1),
agitandose suavemente para luego centrifugar 14000 RPM por 5 minutos. El
sobrenadante fue colectado y transferido a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL se adicioné 80 uL de Buffer CTAB 10X, luego se adicioné 650 ul de
Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), posteriormente se centrifugdé las
muestras a 14 000 RPM por 5 minutos.

El sobrenadante fue colectado y transferido a un tubo de microcentrifuga y se
agreg6 500 uL de isopropanol frio, incubandolo a temperatura ambiente por
espacio de 30 minutos. Se centrifugd las muestras (14000 RPM por 20
minutos), eliminandose el sobrenadante y posteriormente se realizé dos

lavados sucesivos con etanol (70 y 90%).

El pellet fue liofilizado, para luego ser resuspendido en buffer TioE1 (TRIS,
EDTA 10:1) a 4°C, para luego digerir el RNA extraido a través de RNAsa A
(37 °C por 3 horas).

4.2.3.1.1 Evaluacion de la calidad y concentraciéon del DNA aislado

La calidad y cantidad del DNA extraido fue verificado mediante electroforesis
en agarosa al 1% (Sambrook y Russel; 2001) diluido en buffer TBE 1X (Tris
Borato- EDTA) y 1uL de bromuro de etidio (10 mg.ml'). Se tom6 1 uL de cada
muestra de DNA 'y se mezclé con 9 uL de tampdn de carga (SALB 1X), luego
el gel fue colocado en una camara de electroforesis horizontal con buffer TBE

(1X) con las condiciones de 90 v durante 45 minutos.

Los DNAs de las muestras fueron cuantificadas mediante un marcador de
peso conocido para ello se cargd en el gel 10 uL de marcador de peso
molecular (Fago Lambda cortado con la enzima Pstl). Las muestras fueron
visualizadas en un transiluminador y las imagenes fueron almacenadas

digitalmente.

30



La cantidad aproximada de DNAs de las muestras fueron estimadas
comparando la intensidad y el espesor de cada una de las bandas con la
primera banda del marcador Lambda, la cual es equivalente a 280 ng (Figura
4).

Figura 4. Evaluacion de la integridad de los acidos nucleicos extraidos a

través de una electroforesis en agarosa (1%).

4.2.3.1.2 Dilucién del DNA

Como condicién para el inicio de los analisis en AFLP, se realizd una dilucion
de los DNAs de las muestras por analizar; para ello, se tomé 3000 ng como
concentracion inicial de trabajo; por lo que se diluyé los DNAs con Agua libre
de Nucleasas (NWF) a una concentracién de 100 ng.uL* en un volumen de
30 uL. Las diluciones de los DNAs fueron almacenados en placas de 0.2 ml

para 96 muestras.

4.2.3.2 Metodologiade los AFLPs
42321 Digestiéon de las muestras de DNA.

Las muestras de DNA fueron digeridas con las enzimas de restriccion Msel y
Eco RI, para un volumen final de 10 uL. La solucién con las enzimas fueron
adicionadas a los DNAs diluidos. La digestion fue realizada a 37° C por tres

horas (Anexo 3.1).
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4.2.3.2.2 Ligacion de las muestras

Se adiciono adaptadores complementarios a las secuencias de digestion (Eco
Rl y Msel) a los DNAs digeridos; para ello se prepar6 la solucién de ligacion
donde se incorpord los adaptadores Eco (A1+A2) y Mse (A1t+A2); para la
incorporacion de los adaptadores a los DNAs digeridos, se adiciond la enzima
T4 DNA ligasa (2.10° U. mL™1). El volumen final de la solucién fue de 5 uL del
master mix y se agrego a los 20 ulL del volumen de la digestion. La reaccion
de ligacion fue realizada a temperatura ambiente por espacio de 17 horas
(Anexo 3.2).

4.2.3.2.2 Amplificacién preselectiva

Las muestras ligadas fueron diluidas con el buffer T1o Eo.1 (1:2) para ser usada
como molde de pre amplificacion. Para esta, se utilizd iniciadores
complementarios a la secuencia de los adaptadores sin un nucleotido
adicional (Eco00y Mse00) (50 ng. U.mL™). Las condiciones de amplificacion
fueron 20ciclos de 94 °C a 30 sg, 56° C a 60 sg. y 72° C a 60 sg (Anexo 3.3).

4.2.3.2.3 Amplificacién Selectiva

El producto de la pre-amplificacién se diluyé con buffer Tio Eo.1(1:3), parala
amplificacion selectiva; para la reaccion se tom6 5 uL final de la pre-
amplificacion, 5 uL de la solucion de la reaccion selectiva, se adicion6 30 uL
de aceite mineral. La reaccién se llevé a cabo en un termociclador bajo las
siguientes condiciones: 1 ciclo de 2 min a 94°C; 20 ciclos de 20 sg a 94 °C, 30
sg a la correspondiente temperatura de alineamiento y 2 mina 72 °C; mas 1
ciclo final de 30 min a 60 °C. La temperatura de alineacion disminuyo 1 grado
cada ciclo, desde 66 °C a 56 °C (Anexo 3.4).

Para evaluar genéticamente las accesiones de oca, se usaron cuatro pares
de combinaciones (E42/Meo, Ess/Msg, Eao/Mss y Es9/Mao). Biondi (2006) y
Schibbi (2007) evaluaron que las combinaciones reportadas son las que

presentan mayor polimorfismo en las poblaciones evaluadas (Tabla 4).
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Tabla 4: Combinaciéon de primers utilizados para la caracterizacion genética

en oca a través de AFLP

Secuencia de los Iniciadores usados para las pruebas de AFLP en Oca

Iniciador . Iniciador .
Eco Secuencia (+3) Nse Secuencia (+3)

42 GACTGC GTACCAATTC AGT 60 GATGAGTCCTGAGTA CTC
35 GACTGC GTACCAATTC ACA 59 GAT GAGTCCTGAGTA CTA
40 GACTGC GTACCAATT C AGC 35 GAT GAGTCCTGAGTA ACA
39 GACTGC GTACCAATTC AGA 40 GATGAGTCCTGAGTA AGC

4.2.3.2.4 Electroforesis.

a. Electroforesis de los productos amplificado (PAGE 6%)

Los productos de amplificacién fueron separados en geles denaturantes de
poliacrilamida la cual contiene acrilamida (6%), bisacrilamida (0.3%), Urea
(7M) y TBE (1X). Los vidrios de secuenciamiento fueron pre tratado con una
solucion adherente y repelente. En el vidrio con la solucion adherente se
revelara con una tincién de plata. La migracién de las muestras se realiz a
través de una electroforesis vertical en un sistema de secuenciamiento, para
ello se utilizdé a 1600 V (40W). El tiempo de exposicion fue de
aproximadamente a 3 horas con 45 minutos, se tomé como referencia de
migracion al xilencianol, el cual tiene un peso equivalente de 110pb.

A cada muestra se le agreg6 5 uL de tampon de carga conteniendo formamida
(96% v/v), EDTA (10mM EDTA, pH 8.0), azul de bromofenol (0.05 % wi/v) y
xilencianol (0.05%). Antes de cargar las muestras al secuenciador se procedio
a denaturar las muestras a 95 °C durante 5 minutos, para luego cargar la

mezcla (7 uL) en los geles de poliacrilamida.

b. Deteccién de los productos con Tincion de nitrato de plata

Para la deteccion de los fragmentos amplificados se utiliz6 el protocolo de
tincién con nitrato de plata, propuesto por Bassam et al. (1991). El proceso de
tincion consta de tres pasos basicos: (i) fijacion, (ii) tincion y (iii) revelado:

(1) Fijacion del gel (acido acético glacial 10%), los vidrios de

secuenciamiento fueron separados con la ayuda de una espéatula, el

33



(i)

(iii)

C.

vidrio secuenciamiento con el gel de acrilamida adherido es colocado
en una bandeja con la solucion de acido acético glacial, dejandola en
agitacion por espacio de 30 minutos, posteriormente se realizd6 dos
enjuagues sucesivos con agua destilada y fria (4 minutos).
Impregnacion con Plata (1 gr AgNOs y 1.5 mL de formaldehido en
1L de agua) el gel ya escurrido fue transferido a la solucion de tincion
y dejado en agitacion por 30 minutos en condiciones de oscuridad para
ayudar la reaccion de impregnacion.

Revelado del gel (15 gr NaCOs, 900 uL HCOH y 15 uL de
Na2S203.5H20 100 mg.mlt en 0.5 L de agua), la solucién se prepard
inmediatamente para el momento del revelado y a una temperatura de
10°C. El revelado se realizé en una bandeja de fondo claro para
contrastar el proceso de revelado de las bandas de AFLP. La reaccion
fue detenida por adicion de una solucién de acido acético. Luego de
culminado el proceso de tincion, el gel fue lavado en agua ultra pura
por 5 a 10 segundos para retirar los excedentes de plata y de acido
aceético.

Registro de patrones de bandas.

El patrén de polimorfismo obtenido para cada combinacion de iniciadores

fueron registrados a partir de los vidrios revelados, para ello se utilizd un

transiluminador de luz blanca, los datos fueron registrados en una matriz

binaria con valores de 1 y 0 de presencia y ausencia de las bandas

respectivamente; la carencia o duda de un dato se registr6 con 9 (como

denominacion arbitraria).

423.2.6 Analisis de datos

4.2.3.2.6.1 Analisis Morfologicos de los tubérculos

a.

Anadlisis de similaridad de los tubérculos de oca

Para realizar los analisis de similaridad en las accesiones, se caracteriz6

morfolégicamente los tubérculos de las accesiones de oca segun los

descriptores del IPGRI/CIP (2001). Se utilizo el programa Ntsys pc 2.2, para

ello se estandarizd los datos (opcién Standarization- Transformation),
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posteriormente se evalud la similiaridad de las accesiones a través del
coeficiente de distancia (opcion Simint —Dis/similarity) y agrupandolo
mediante el método Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean-
UPGMA (opcion Clustering-SAHN).

b. Andlisis de Componentes principales.

Los datos estandarizados fueron evaluados mediante el coeficiente de
correlacion (opciéon interval data- similarity) del Programa NTsys 2.2,
posteriormente con la matriz de correlacion obtenida fue evaluado a través
de los valores eigen vector y value (opcién Eigen- Ordination), para evaluar

los valores de componentes principales, (opcién projection- Ordination).

4.2.3.2.6.2 Analisis genético de las accesiones de oca.

Una vez realizado el revelado de las combinaciones selectivas de AFLP
mediante las electroforesis verticales, se registré de la presencia de las
bandas (1) y con la ausencia (0), registrdndose en una matriz basica de datos
(MBD) mediante la ayuda del programa Excel, para posteriormente

seleccionar las bandas con mayor porcentaje de polimorfismo (20- 80%).

a. Andlisis de similaridad y agrupamiento.

Para el analisis de similaridad, se evalué mediante el programa NTsys 2.2 , la
MBD fue almacenado en el programa NTsys-edit, con este nuevo archivo, se
carga al programa NTsyspc 2.2 con la cual se realizé el andlisis mediante los
indices de Dice, Simple Matching y Jaccard, para posteriormente ser
agrupada mediante UPGMA (Opcion qualitative data -Dis/similarity y SAHN-
Cluster, respectivamente). El dendrograma generado fue visualizado
mediante la opcién Treeplot-Cluster.

Asi mismo, se utilizo el programa DARwin5.0, para ingresar los datos
geograficos de las accesiones, disefidndose dos MBD, donde una de ella nos
sirve para el almacenamiento de los datos moleculares y la segunda para

almacenar el origen de las accesiones.
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b. Analisis de remuestreo.

Para evaluar el porcentaje confiabilidad de cada cluster, se realizé un analisis
de Boostrap, mediante el programa DARwin5.0, con un valor de 1000
repeticiones.

C. Analisis molecular de varianza (AMOVA).

Para realizar los analisis de AMOVA, se utilizé al programa Andlisis genético
en Excel- Genalex 6.3 (Peakall y Smouse, 2006). Se realiz6 modificaciones
a la MBD de acuerdo a las necesidades del programa, para la evaluacion de
las variaciones de las accesiones, esta se realizo mediante dos formas de
analisis, la primera usando 3 regiones (norte, centro y sur) y la segunda
utilizando las localidades de donde se colectaron las muestras (Cajamarca,
Amazonas, La Libertad, Ancash, Lima, Arequipa, Moquegua, Tacna y Puno)
desarrollandose una Matriz genética de datos (MGD) para cada uno de los
casos. A partir de estas MGD, se desarroll6 el analisis molecular de variancia
usando la opcion matriz cuadratica o triple, los célculos de distancia de tipo

binario- haploide y una permutacion de 999.

d. Correlacion morfolégica- molecular y molecular- geografico
(indice de Mantel).
Para evaluar una correlacion entre los descriptores morfologicos y los
marcadores molecular, se realizé un analisis mediante el indice de Mantel, el
cual compara dos matrices de similaridad o disimilaridad y las contrasta
elemento por elemento, midiendo el grado de relacion entre las dos matrices.
Para realizar dicho analisis se utiliz6 el programa Ntsyspc 2.2 y Genalex6.3,
para las correlaciones morfolégico- molecular- geografico, a continuacion se

detalla:

d.1 Correlacion Morfologico- molecular (NTsyspc 2.2)

Los analisis para la correlacion, la MBD morfolégico fue estandarizada y
analizado mediante el indice de distancia (Camberra), la agrupacion se realizé
mediante UPGMA, para luego se realiz6 un analisis cofenético. De la misma

manera se estandarizo la MBD genético, la cual se analizé con el indice de
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Jaccard, para luego agruparlo mediante UPGMA y posteriormente analizarlo
mediante el analisis cofenético. Los datos cofenético, tanto los marcadores
morfolégico como moleculares fueron evaluados mediante la opcion Mxcomp-

graphics.

d.2 Correlacién Geografico- Molecular (Genalex 6.3)

Para realizar los andlisis de correlacion mediante los datos geografico y
molecular, se aperturé dos pestafias en un archivo en Excel. En la primera
se registré las accesiones con su informacién geogréfica (localidades o areas
geograficas), los datos de longitud y latitud fueron registrados en unidades
UTM Yy en la segunda pestafia, se ingreso los datos moleculares. El analisis
de distancia se realiz6 para ambas matrices para luego ser evaluado

mediante el indice de Mantel.

e. Andlisis de la estructura genética de las poblaciones de oca

Se realiz6 la evaluaciéon de la frecuencia de los marcadores de AFLP que
son unicos por localidad, para ello se evalu6é la presencia de bandas
polimorficas por localidades marcadores. El numero de marcadores por
localidad fueron analizados con el programa ABC4F (Approximate Bayesian
Computation for F-statistics), desarrollado por Foll et al. (2008) el cual permitié
evaluar el Fst de las poblaciones.

El indice de fijacion (Fst) permite evaluar la reduccion de la heterocigosidad
en una sub poblacion debido a los cruzamientos no al azar, con respecto a la
poblacién de estudio (total). El rango del Fst va desde 0 hasta 1, siendo O
indica que no existe diferenciacién genética en las subpoblaciones, mientas
que el valor de 1significa la fijacién para los alelos alternos en diferentes sub

poblaciones.
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V. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion morfolégica de los tubérculos

La caracterizacion morfologica de las 187 accesiones a partir de los siete
caracteres morfolégicos de tubérculos del IPGRI para oca, indica una
identificacion de 68 morfotipos (36.4%) y 119 accesiones son identificadas
como duplicados (63.6%) (Figura 5). El andlisis de agrupamiento de los
morfotipos mediante UPGMA, nos indica la presencia de 7 grupos o cluster
definidos por lo caracteres morfoldgicos evaluados (Figura 6). El caracter que
comparten en comun estos cluster es el color secundario de la pulpa y la forma
del tubérculos y los caracteres que permiten diferenciar a los grupos son el
color secundario del tubérculo, el color de la pulpa, la distribucion del color
secundario y el color predominante de la superficie del tubérculo (grupo uno,

dos, cuatro y siete respectivamente).

5.2 Caracterizacion morfoldgica de los tubérculos por departamentos y

regiones

De las 187 accesiones evaluadas, el andlisis de agrupamiento sefialan cuatro
departamentos con una mayor presencia de morfotipos son Ancash, Puno,
Cajamarca y La Libertad (24, 18, 14 y 11 respectivamente). El departamento
de menor presencia de morfotipos es Amazonas (3), el departamento de
Lima, Moquegua y Tacna con la misma cantidad de morfotipos (6) y el
departamento de Arequipa presenta 8 morfotipos.

Del analisis de similaridad de los 187 tubérculos, se han obtenido 68
morfotipos de los cuales algunos de ellos se ven duplicados totalizando 98.
De estos analisis el departamento de Amazonas presenta 4 (4.1%),
Cajamarca 14 (14.3%), La Libertad 11 (12.2%), Ancash 24 (24.5%), Lima 7
(7.1%), Arequipa 7(7.1%), Puno 18 (18.4%), Moquegua 6 (6.1%) y Tacha 6
(6.1%). (Tabla 5y Figura 7).
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Figura 5. Andlisis de agrupamiento a partir de la evaluacion de los tubérculos
de oca.
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Figura 6. Agrupamiento de los caracteres morfologicos de tubérculos de oca.
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Tabla 5. Morfotipos de oca identificados en las diferentes localidades del Peru

Departamentos AMA ANC CAJ PUN moa ARE LLI LIn TAC Total
cant morfotipo 4 u 1 18 6 7 12 7 6 98
% 41 U5 13 184 6.1 7.1 12.2 7.1 6.1 100
24
25 A
20 - 18
15 - 14
12
10 -
7 7
6 6
5 -
O T T T T T T T T 1
AMA  ANC CAJ PUN MOQ ARE LLI LIM TAC

Figura 7. Distribucion del nimero de morfotipos de oca ubicado en los
departamentos evaluados

Al realizar el analisis de los morfotipos por sectores (Norte, Centro y Sur), se
han registrado 31, 30 y 37 morfotipos por region representando el 31.6, 30.6
y 37.8% respectivamente. Del analisis de los 68 morfotipos, se han registrado
4 morfotipos que se encuentran en 4 departamentos (5.88%), 3 morfotipos
gue se ubican en 3 departamentos (4.41%), 12 morfotipos que se encuentran
en 2 departamentos (17.65%) y 49 morfotipos que se ubican en un solo
departamento (72.06%). (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de los morfotipos de oca en funcién a la ubicacion

geografica encontrada.

5.3 Analisis de componentes principales de la caracterizacion

morfoldgica de las accesiones de oca

El Eigenvalue, sefiala que los primeros 3 componentes evaluados presentan
la mayor variabilidad a nivel de tubérculos (74.72%) (Tabla 6). Asi mismo,
dentro del primer componente (37.29%) se encuentra determinada por la
distribucién de los colores secundarios, el color secundario de la pulpa y la
distribucién del color secundario son los que aportan la mayor variacion en
este componente. En el segundo componente (24.77%) los colores
predominante superficial, el color secundario y la forma de tubérculo son los
gue aportan la mayor variacién para este componente y el tercer componente
(12.67%) el caracter de la pulpa es el que aporta la mayor variacion. (Tabla
7).

Tabla 6. Acumulacién del Eigenvalue sobre los componentes

Componente Eigenvalue Porcentaje Porcentaje

1 2.610 37.291 37.29
2 1.734 24.768 62.06
3 0.886 12.668 74.72
4 0.681 9.823 84.45
5 0.612 8.739 93.18
6 0.432 6.171 99.35
7 0.045 0.645 100.00
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Tabla 7. Aporte de los caracteres morfologicos evaluados en oca sobre los

cuatro primeros componentes

Color Distribucion Color Distribucion
: Color <
Componente predominante : color Pulpa secundario  de color Forma
" secundario . "

superior secundario de Pulpa  secundario
1 0.0576 -0.5446 0.7404 0.3699 -0.8808 -0.8504 -0.3553
2 0.7518 -0.6081 -0.1852 -0.2949 0.3068 0.4216 -0.6368
3 0.2656 -0.0498 0.0167 0.8557 0.1976 0.1409 0.1486
4 0.0431 -0.2225 -0.4621 -0.1647 0.0946 0.1261 0.6031

5.4 Andlisis de los caracteres morfolégicos de las accesiones evaluadas

5.4.1 Color predominante de la superficie de los tubérculos.
Los colores de mayor predominancia en la superficie del tubérculo son
amarillo (36.8%), blanco amarillento (27.9%), naranja amarillento
(17.6%), rojo (10.3%), purpura grisaceo oscuro (2.9%), purpura rojizo,

rojo naranja y blanco (1.5% cada uno). (Figura 9).
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Figura 9. Predominancia del color de la superficie de los tubérculos

5.4.2 Color secundario de la superficie del tubérculo
El color predominante en las accesiones evaluadas es el rojo (26.5%),
ausente (25%), rojo palido (16.2%), purpura rojizo (11.8%), purpura
grisaceo (8.8%), rojo naranja, blanco amarillento, amarillo (2.9%),

blanco y naranja amarillento (1.5%) (FiguralO).
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Figura 10. Color secundario de la superficie de los tubérculos de las

accesiones evaluadas

5.4.3 Distribucién del color secundario de la superficie de los

tubérculos

Se ha observado la presencia a nivel de los ojos (27.9%), en los ojos
e irregularmente distribuido (22.1%), la ausencia del color (20.6%),
sobre la tuberizacion (11.8%), alrededor de los ojos (8.8%),

irregularmente distribuidos (5.9%), y sobre las veteaduras (2.9%)

(Figura 11).
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Figura 11. Distribucion del color secundario de la superficie de los

tubérculos de las accesiones evaluadas
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5.4.4 Color predominante de la pulpa de los tubérculos

El color amarillo (67.6%) es el mas predominante, seguido del blanco
amarillento (19.1%), naranja amarillento (11.8%) y blanco (1.5%)
(Figura 12).
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Figura 12. Distribucién del color predominante a nivel de pulpa de los

tubérculos evaluados

5.4.5 Color secundario de la pulpa de los tubérculos
Los tubérculos analizados existe una mayor porcentaje de ausencia de
color (73.5%), rojo (10%), rojo palido (7.4%), purpura rojizo (2.9%),

rojo claro, blanco amarillento, purpura grisaceo (1.5%) (Figura 13).
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Figura 13. Composicion del color secundario a nivel de los tubérculos

evaluados
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5.4.6 Distribucion del color secundario de la pulpa de los tubérculos.

Mayor parte de los tubérculos carecen de la distribucion (76.5%),

sobre el anillo vascular (20.6%), medula, corteza y medula (1.5%)
(Figura 14).
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Figura 14. Distribucién del color secundario a nivel de pulpa de los

tubérculos evaluados.

5.4.7 Formade los tubérculos

La

forma cilindrica (57.4%) es la de mayor frecuencia en las

accesiones analizadas, seguida de la forma claviforme (22.1%),
alargado (13.2%) y ovoide (7.4%) (Figura 15).
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Figura 15. Forma de los tubérculos evaluados en las poblaciones en

estudio.
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5.4.8 Descripcion de los morfotipos

Morfotipo 1: distribuido en los departamentos de Amazonas (AMA374,
AMA378, Ancash (ANC560, ANC 588, ANC628), Cajamarca (CAJ304)
y Puno (PUN705, PUN723). Se caracteriza por tener un color amarillo
en la superficie del tubérculo, el color predominante en la pulpa es
amarillo, y la forma de las accesiones son cilindricas

Morfotipo 2: distribuido en los departamentos Cajamarca (CAJ282),
Arequipa (ARE1114, ARE1131) y La Libertad (LLI664). Se caracteriza
por tener un color naranja amarillento en la superficie del tubérculo, el
color predominante en la pulpa es amarillo y la forma de las accesiones
son cilindricas.

Morfotipo 3: distribuido en el departamento de La Libertad (LL1405),
se caracteriza por presentar un color blanco amarillento en la superficie
del tubérculo, el color predominante de la pulpa es amarillo, con una
coloracion amarilla en la pulpa y la forma de la accesion es cilindrico.
Morfotipo 4: distribuido en el departamento de La libertad (LLI406,
LLI409) presenta una coloracion blanco amarillento en la superficie del
tubérculo, el color de la pulpa es amarillo y la forma es cilindrica.
Morfotipo 5: distribuido en el departamento de Lima (LIM131) el color
predominante en la superficie es el amarillo, la pulpa presenta una
coloracion amarilla y la forma del tubérculo es alargada.

Morfotipo 6: distribuido en los departamentos de Amazonas
(AMA375, AMA386, AMA395), Ancash (ANC513, ANC532, ANC533,
ANC546), Cajamarca (CAJ287, CAJ296) y La libertad (LLI402, LLI407,
LLI423), siendo amarilla la superficie y la pulpa del tubérculo,
careciendo de colores secundarios tanto y la forma del tubérculo es
claviforme.

Morfotipo 7: distribuido en los departamentos de Cajamarca (CAJ310)
y La Libertad (LLI676, LLI438, LL467, LLI663, LLI399), se caracteriza
por tener una coloracion amarilla tanto la superficie como la pulpa, asi
mismo la forma de los tuberculos sin alargadas.

Morfotipo 8: distribuido en los departamentos de Amazonas
(AMA394) y Cajamarca (CAJ309).
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Morfotipo 9: distribuido en el departamento de Ancash (ANC511),
siendo el color de la superficie naranja amarillento, el color de la pulpa
amarillo y la forma del tubérculo ovoide.

Morfotipo 10: distribuido en el departamento de Ancash (ANC525,
ANC526, ANC544), se caracteriza por presentar un color naranja
amarillento sobre la superficie y en la pulpa; la forma de las accesiones
son alargados.

Morfotipo 11: distribuido en el departamento de La libertad (LLI672),
se caracteriza por presentar un color naranja amarillento sobre la
superficie y en la pulpa; la forma de las accesiones son claviformes.
Morfotipo 12: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ277,
CAJ283) y La libertad (LLI441, LLI437.LLI397) se caracteriza por
presentar un color naranja amarillento sobre la superficie y en la pulpa;
la forma de las accesiones son cilindricas.

Morfotipo 13: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ301),
de color amarillo en la superficie de los tuberculos, un color naranja
amarillento sobre la pulpa y la forma de la accesién es cilindrica.
Morfotipo 14: distribuido en los departamento de Ancash (ANC519,
ANC524) y La libertad (LIM274) se caracteriza por tener un color
amarillo en la superficie del tubérculo, su color secundario en su
superficie es el rojo a nivel de los 0jos, la pulpa presenta una coloracion
amarilla y la forma de las accesiones son claviformes.

Morfotipo 15: distribuido en el departamento de la Libertad (LLI455,
LLI468), se caracteriza por la presencia de color amarillo en la
superficie del tubérculo, presentando un color purpura rojizo en la
superficie de los 0jos, el color de la pulpa es amarillo y la forma de las
accesiones son claviforme.

Morfotipo 16: distribuido en el departamento de Ancash (ANC536) de
color rojo naranja en la superficie del tubérculo, presencia de color
secundario rojo a nivel de los ojos, la pulpa es de color amarillo y la
forma de las accesiones son claviformes.

Morfotipo 17: distribuido en el departamento de Ancash (ANC539) de

color amarillo en la superficie de los tubérculos, presencia de color
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secundario rojo a nivel de los ojos, la pulpa es de color amarillo y la
forma de las accesiones son ovoides.

Morfotipo 18: distribuido en el departamento de Tacna (TAC978), de
color amarillo en la superficie de los tubérculos, su color secundario es
naranjado amarillento a nivel de los 0jos, la pulpa es amarilla y su forma
es de color claviforme.

Morfotipo 19: distribuido en el departamento de Ancash (ANC634),
de color naranja amarillento en su superficie, presenta una coloracion
rojo naranja irregularmente distribuido en su superficie, la pulpa
presenta una coloracion amarilla y la forma del tubérculo es claviforme.
Morfotipo 20: distribuido en el departamento de Arequipa (ARE1110,
ARE1159), se caracteriza por presentar un color amarillo en la
superficie del tubérculo, presenta un color rojo a nivel de los ojos e
irregularmente distribuidos, la pulpa es de color amarillo y la forma del
tubérculo es amarillo.

Morfotipo 21: distribuido en el departamento de Ancash (ANC566,
ANC600, ANC627, ANC637, ANC653) de color naranja amarillento en
la superficie del tubérculo, con una coloracion rojo palido sobre las
tuberizaciones, la pulpa presenta un color naranja amarillento y los
tubérculos tienen forma claviforme.

Morfotipo 22: distribuido en el departamento de Ancash (ANC531,
ANC577, ANC613) de color blanco amarillento, con una coloracion
rojo purpura a nivel de los ojos, el color de la pulpa es de color blanco
amarillento y la forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 23: distribuido en el departamento de Lima (LIM272), de
color blanco amarillento, presenta una coloracion purpura rojizo a nivel
de los ojos, la pulpa es de color blanco amarillento y la forma del
tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 24:. distribuido en el departamento de Puno (PUN840,
PUN842), de color blanco amarillento, presenta una coloracion roja a
nivel de los ojos, la pulpa es de color blanco amarillento y la forma del
tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 25: distribuido en el departamento de Puno (ARE1100,

PUNB821), de coloracién blanco amarillento a nivel de los tubérculos,
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de color rojo palido sobre las tuberizaciones, la pulpa es de color
blanco amarillento y la forma de los tubérculos es de tipo cilindrico.
Morfotipo 26: distribuido en el departamento de la Libertad (LLI431),
de color blanco amarillento, de color rojo a nivel de los ojos e
irregularmente distribuidos, el color de la pulpa es de tipo blanco
amarillento y la forma de los tubérculos es de tipo alargado.

Morfotipo 27: distribuido en el departamento de Puno (PUN822), de
color blanco amarillento a nivel de la superficie, presenta un color rojo
palido a nivel de los ojos e irregularmente distribuido, el color de la
pulpa es de blanco amarillento y la forma del tubérculo es alargado.
Morfotipo 28: distribuido en el departamento de Arequipa (ARE1107),
de color blanco en la superficie del tubérculo, el color purpura rojizo a
nivel de los ojos e irregularmente distribuido y la forma del tubérculo es
de tipo claviforme.

Morfotipo 29: distribuido en el departamento de Ancash (ANC537,
ANC629) y Cajamarca (CAJ324), de color amarillo en la superficie del
tubérculo, con una coloracion roja a nivel de los ojos e irregularmente
distribuido, el color de la pulpa es amarillo y la forma del tubérculo es
cilindrico.

Morfotipo 30: distribuido en el departamento de Puno (PUNG695,
PUNS817, PUN697), de color amarillo en la superficie del tubérculo con
una coloracién purpura rojizo a nivel de los ojos e irregularmente
distribuidos, la pulpa es de color amarillo y la forma del tubérculo es
cilindrica.

Morfotipo 31: distribuido en el departamento de Ancash (ANC640), de
color amarillo, con una coloracién purpura grisacea sobre las
tuberizaciones, la pulpa es de color amarillo y la forma del tubérculo es
cilindrico.

Morfotipo 32: distribuido en el departamento de Ancash (ANC644,
ANC660), de color naranja amarillento, con una presencia de color roja
sobre la tuberizacién, la pulpa es de color amarillo y la forma del
tubérculo es amarillo.

Morfotipo 33: distribuido en el departamento de Arequipa (ARE1087)

de color amarillo la superficie del tubérculo, presenta una coloracién
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roja a nivel de las tuberizaciones, la pulpa es de color amarillo y la forma
del tubérculo es de tipo cilindrico.

Morfotipo 34: distribuido en el departamento de Arequipa (ARE1101),
de color blanco amarillento a nivel de la superficie del tubérculo, con
una coloracion rojo palido sobre las tuberizaciones, la pulpa presenta
un color amarillo y la forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 35: distribuido en el departamento de Ancash (ANC565,
ANCG642, ANC654), de color naranja amarillento sobre la superficie del
tubérculo, con una coloracion rojo palido irregularmente distribuido, la
pulpa es de color amarillo y la forma del tubérculo es cilindrico.
Morfotipo 36: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ286),
de color amarillo, con una coloracion roja en forma de veteaduras
sobre la tuberizacion, el color de la pulpa es amarillo y la forma del
tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 37: distribuido en el departamento de Lima (LIM252), el
color de la superficie del tubérculo es amarillo, con una coloracion rojo
palido en forma de veteaduras sobre la tuberizacion, el color de la
pulpa es amarillo y la forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 38: distribuido en los departamentos de Ancash (ANC632)
y Puno (PUNB800), de color amarillo en la superficie del tubérculo,
presenta un color grisaceo a nivel de los ojos, la pulpa es de color
amarillo y la forma del tubérculo es de tipo alargada.

Morfotipo 39: distribuido en los departamentos de Ancash (ANC638),
Cajamarca (CAJ292, CAJ294, CAJ302, CAJ311, CAJ315), La libertad
(LLI456, LLI452, LLI427) y Tacna (TAC969), de color amarillo en la
superficie del tubérculo, presenta una coloracion purpura rojiza a nivel
de los 0jos, la pulpa es de color amarillo y la forma del tubérculo es de
tipo cilindrica.

Morfotipo 40: distribuido en el departamento de Moquegua (MOQ874)
de coloracion amarilla, con una coloracion purpura grisaceo a nivel de
los ojos, el color de la pulpa es amarillo y la forma del tubérculo es
cilindrico.

Morfotipo 41: distribuido en los departamentos de Puno (PUN816,
PUN10210, Moquegua (MOQ895, MOQ903, MOQ901, MOQ935) y
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Tacna (TAC999, TAC985, TAC1000, TAC968, TAC983) de coloracion
amarilla a nivel de la superficie del tubérculo, presenta una coloraciéon
roja a nivel de los ojos, el color de la pulpa es amarillo y la forma del
tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 42: distribuido en los departamentos de Puno (PUN796,
PUN826, PUN865, PIN831) Moquegua (MOQ 880, MOQ885) y Tacna
(TAC976), de coloracion blanco amarillo a nivel de la superficie del
tubérculo, con una coloracién purpura grisaceo a nivel de los ojos, el
color de la pulpa es amarillo y la forma del tubérculo es cilindrico.
Morfotipo 43: distribuido en el departamento de La libertad (LLI470)y
Ancash (ANC567, ANC603. ANC607, ANC614), de coloracion naranja
amarillento en la superficie del tubérculo, con una coloracion purpura
rojizo en los ojos, el color de la pulpa es naranja amarillento y la forma
del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 44: distribuido en los departamentos de Ancash (ANC659),
Puno (PUN866, PUN1048, PUN1024), Moquegua (MOQ944,
MOQ883) y Tacna (TAC989, TAC996), presenta una coloracion
naranja amarillento en la superficie del tubérculo, con una coloracién
roja en los ojos, la pulpa es de color naranja amarillento y la forma del
tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 45: distribuido en el departamento de Moquegua (MOQ909),
de coloracién amarilla en la superficie del tubérculo, con una coloracion
roja a nivel de los ojos y se encuentra irregularmente distribuido, el
color de la pulpa es naranja amarillento y la forma del tubérculo es
cilindrico.

Morfotipo 46: distribuido en el departamento de Lima (LIM262,
LIM263), de color naranja amarillento en la superficie del tubérculo,
presenta una coloracién roja a nivel de los ojos, el color de la pulpa es
amarillo con una distribucién secundaria rojiza y la forma del tubérculo
es alargada.

Morfotipo 47: distribuido en el departamento de Ancash (ANC651), de
color blanco amarillento a nivel de la superficie del tubérculo, con una

coloracion rojiza a nivel de los ojos e irregularmente distribuidos, la
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pulpa es de color amarillo, con una distribucién de color secundario
rojizo a nivel del anillo vascular y la forma del tubérculo es cilindrico.
Morfotipo 48: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ307),
el color de la superficie del tubérculo es blanco amarillento, con una
coloracion rojo palido a nivel de los ojos e irregularmente distribuidos,
el color de la pulpa es amarillo, con una coloracion secundaria rojo
palida distribuido en los anillos vasculares y la forma del tubérculo es
cilindrico.

Morfotipo 49: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ318,
CAJ337, CAJ334, CAJ341, CAJ365, CAJ340) el color de la superficie
del tubérculo es amarillo, con una coloracién secundaria rojiza a nivel
de los ojos e irregularmente, el color de la pulpa es amarillo con una
coloracién secundaria rojo a nivel del anillo vascular y la forma del
tubérculo es cilindrica.

Morfotipo 50: distribuido en el departamento de Puno (PUNG692,
PUN742,PUN710, PUN724), el color de la superficie de los tubérculos
es el amarillo, con una coloracion secundaria rojo palido a nivel de los
ojos e irregularmente distribuido, el color de la pulpa es rojo palido a
nivel del anillo vascular y la forma de los tubérculos es cilindrico.
Morfotipo 51: distribuido en los departamento de Puno (MOQ920,
PUN844, PUNS811, PUN804, PUN690, PUN1067, PUN1052,
PUN1059, PUN1026, PUN1022, PUN867, PUN819, PUN1065) y
Moquegua (MOQ927), presenta una coloracién amarilla en la superficie
del tubérculo, con una coloracién secundaria purpura rojizo a nivel de
los ojos e irregularmente distribuido, la pulpa es de color amarillo, con
una coloracion secundaria purpura rojizo a nivel de anillos vasculares
y la forma de los tubérculos es cilindrico.

Morfotipo 52: distribuido en el departamento de Puno (PUN1055),
presenta una coloracién amarilla, con una coloracién purpura rojizo a
nivel de los ojos e irregularmente, el color de la pulpa es amarillo con
una coloracion secundaria rojo grisaceo a nivel de anillo vascular y la
forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 53: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ336,

CAJ338, CAJ356), presenta una coloracion blanco amarillento en la
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superficie del tubérculo, con una coloracion secundaria rojo palido
irregularmente distribuido, el color de la pulpa es amarillo, con una
coloracion secundaria rojo palido a nivel de anillos vasculares y la
forma del tubérculo es alargada.

Morfotipo 54: distribuido en el departamento de Arequipa (ARE1102),
presenta una coloracion blanco amarillento, con una coloracion
secundaria rojo palido, a nivel de los ojos, la pulpa es amarilla con una
coloracion secundaria rojo palido a nivel de anillo vascular y la forma
del tubérculo es cilindrica.

Morfotipo 55: distribuido en el departamento de Tacna (TAC973), el
color en la superficie del tubérculo es el blanco amarillento, con una
coloracion secundaria rojo palido a nivel de los ojos, la pulpa es de color
amarilla, con una coloracién secundaria roja alrededor de los ojos y la
forma del tubérculo es cilindrica.

Morfotipo 56: distribuido en el departamento de La libertad (LLI403),
el color de la superficie del tubérculo es blanco amarillento, con una
coloracion secundaria roja a nivel de los ojos e irregularmente
distribuido, la pulpa es amarilla con una coloracion secundaria purpura
rojizo a nivel de anillo vascular y la forma del tubérculo es cilindrico.
Morfotipo 57: distribuido en el departamento de Puno (PUNG693), el
color predominante es el blanco amarillento, con una coloracion
secundaria rojo palido a nivel de los ojos, la pulpa es de color blanco
amarillento, con una coloracion secundaria de rojo palido a nivel de
anillo vascular y la forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 58: distribuido en el departamento de Puno (PUN833) el
color predominante es el blanco amarillento, con una coloracion
secundaria de purpura grisaceo a nivel de los ojos, la pulpa es de color
blanco amarillento, con una coloracion secundaria roja a nivel de los
anillos vasculares y la forma del tubérculo es cilindrico.

Morfotipo 59: distribuido en el departamento de Amazonas (AMA390)
el color predominante es el rojo, con una coloracion secundaria purpura
grisaceo a nivel de 0jo, el color de la pulpa es blanco amarillento con
una coloracion secundaria rojo a nivel de anillo vascular y la forma del

tubérculo es cilindrico.
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Morfotipo 60: distribuido en el departamento de Ancash (ANC651) el
color predominante en la superficie del tubérculo es rojo, con una
coloracion blanco amarillento en la superficie de los tubérculos
alrededor de los ojos, el color de la pulpa es amarillo y la forma del
tubérculo es claviforme.

Morfotipo 61: distribuido en el departamento de Cajamarca (CAJ293)
el color predominante en la superficie del tubérculo es rojo, el color de
la pulpa es blanco amarillento y la forma del tubérculo es ovoide.
Morfotipo 62: distribuido en el departamento de Puno (PUN687), se
caracteriza por una coloracion roja en la superficie del tubérculo con
una coloracién amarilla en los ojos, la pulpa es de color amarillo y la
forma del tubérculo es claviforme.

Morfotipo 63: distribuido en los departamentos de Ancash (ANC515)
y Puno (PUN1196) se caracteriza por una coloracion roja en la
superficie del tubérculo con una coloracion amarilla en los ojos, la pulpa
es de color amarillo y la forma del tubérculo es cilindrica.

Morfotipo 64: distribuido en los departamentos de Puno (PUN769) y
Arequipa (ARE1112) se caracteriza por una coloracion roja en la
superficie del tubérculo, con una coloracion blanca alrededor de los
ojos, el color de la pulpa es blanco amarillento y la forma de los
tubérculos es cilindrico.

Morfotipo 65: distribuido en los departamentos de Ancash (ANC563)
y Cajamarca (CAJ351, CAJ364) se caracteriza por una coloracion roja
a nivel de la superficie del tubérculo, con una coloracién blanco
amarillento alrededor de los ojos, la pulpa es de color blanco
amarillento, con una coloracion roja a nivel de la medula y la forma del
tubérculo es claviforme.

Morfotipo 66: distribuido en los departamentos de Puno (PUN8Q9) y
Lima (LIM266), de color purpura grisaceo oscuro en la superficie del
tubérculo, la pulpa presenta una coloracién amarilla, con una coloracién
purpura rojizo a nivel del anillo vascular y la forma del tubérculo es
claviforme.

Morfotipo 67: distribuido en el departamento de Puno (PUNG84), el

color predominante es el purpura rojizo, con una coloracion roja a nivel
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de los ojos e irregularmente distribuido, el color de la pulpa es amarillo,
con una coloracién roja a nivel del anillo vascular y la forma del
tubérculo es alargado.

Morfotipo 68: distribuido en el departamento de Puno (PUNG684), el
color predominante del tubérculo es purpura grisaceo oscuro, con una
coloracion blanquecina en la pulpa, asi mismo la pulpa presenta una
coloracion purpura rojizo a nivel de la medula y de la corteza y la forma

del tubérculo es alargada.

5.5 Caracterizacion genética de las accesiones

5.5.1 Andélisis de AFLP

De las 187 accesiones que se evaluaron genéticamente (Figura 16), a través
de AFLP se reporta 179 perfiles genéticos, se registré6 236 marcadores en
total, de los cuales 112 presentaron bandas polimoérficas para las cuatro
combinaciones de iniciadores, la identificacion de los marcadores polimorficos
fueron seleccionados por contar con las bandas nitidas y bien definidas. Las
combinaciones Eso/Mss presento 35 bandas polimérficas, Eas2/Meo presento
31 bandas polimorficas, Ess/Msg presento 24 bandas y Eszo/Mao presento 22
bandas polimorficas, lo que corresponde a 59.3 y 525 38.7 y 37.3%

respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de bandas polimorficas identificadas con las cuatro

combinaciones de AFLP.

Identificacion de los N bandas N bandas % bandas
iniciadores de AFLP totales polimorficas polimorficas
E35/M59 E-ACA/M-CTA 62 24 38.7
E39/M40  E-AGA/M-AGC 59 22 37.3
E40/M35  E-AGC/M-ACA 59 35 59.3
E42/MB0  E-AGT/M-CTC 56 31 52.5
Total 236 112

5.5.2 Similitud genética

Se evaluo la similitud genética de 179 accesiones de oca empleando los

coeficientes de similitud de Simple Matching, Dice y Jaccard (Figura 17-19)
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para evaluar la congruencia de los agrupamientos con los tres diferentes
coeficientes de similitud, para ello se analiz6 mediante el indice de Mantel
(Tabla 9). Se observé una mayor correlacion entre las matrices de similaridad
de Jaccard y Dice (r=0.99305; t=36.5035; p=1); este valor fue mucho mayor
gue los comparados con los correlacion de las matrices de Dice- Simple
matching (r= 0.7188; t= 64.7556; p= 1)y Jaccard- Simple matching (r=
0.73732; t=67.6027; p=1).

Tabla 9. Andlisis de correlacion (Mantel) a partir de las matrices de distancia

genética con los indices evaluados.

Correlacion Dice Jaccard Slmp.le
Matchlng_
Dice 1
Jaccard 0.99305 1

Simple Matching 0.7188  0.73732 1

La similaridad promedio a traves del Indice de Jaccard en los nueve
departamentos indican que en los departamentos de Cajamarca, Amazonas,
La Libertad y Ancash los que presentan un mayor indice de similaridad
promedio (0.77, 0.73, 0.638 y 0.61 respectivamente) y los departamentos de
Puno, Moquegua, Arequipa, Lima y Tacna con indices 0.598, 0.59, 0.585,
0.544 y 0.512 respectivamente. A nivel de region, la zona norte presento un
mayor en el indice de similitud (0.715), mientras que la regién del centro
presentd un valor intermedio (0.5926) y sur un menor valor (0.5609) (Tabla
10, Figura 20 y 21).

5.5.3 Anélisis de remuestreo

El agrupamiento a partir del indice de Jaccard, se observa la presencia de 5
grupos definidos, de los cuales 3 de ellos presenta un valor de bootstrap igual
0 mayor a 60% (Figura 23 y 24). El analisis de agrupamiento a nivel de
departamento (Figura 23) no se visualiza una diferenciacion de agrupamiento
por departamento, mucho de las accesiones evaluadas se traslapan con
materiales con diferentes accesiones evaluadas. A nivel regional (costa sierra

y selva) (Figura 24) se visualiza un 6ptimo agrupamiento de las accesiones a
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nivel regional, donde el agrupamiento mediante la formacioén de nodos y el
valor de Bootstrap de 62%, la cual agrupa a accesiones de oca de la zona sur
del pais. EI segundo grupo, presenta un valor de 76% de boostrap el cual
agrupa accesiones del sury algunas accesiones del centro. El tercer grupo,
se encuentra agrupadas con accesiones del centro y norte del pais, con un
valor de bootstrap menor a 45%. ElI cuarto grupo presenta un valor de
bootstrap de 72%, el cual agrupa a accesiones de norte centro y sur del pais
y el quinto grupo se aprecia a algunas accesiones del centro del pais con un

valor de bootstrap menor a 45% (figura 24).

Tabla 10. Indice de similaridad (Jaccard) en los departamentos evaluados a
partir de los analisis de AFLP en oca

Valor promedio .

Departamentos similitud (J) Regiones
Amazonas 0.73
La libertad 0.638 0.715 Morte
Cajamarca 0.777
A h 0.601

reas 0.5926 Centro
Lima 0.585
Areguipa 0.544
Moguegua 0.59

0.5609 Sur

Puno 0.593
Tacna 0.512
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Figura 16 Perfiles genéticos de las accesiones de oca mediante AFLP.
Izquierda a derecha: E35/M59, E39/M40, E40/M35, E42/M60
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Figura 17. Analisis de agrupamiento mediante el coeficiente de Simple

Matching (Método UPGMA).
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Figura 20. Andlisis de similaridad (Jaccard) de la caracterizacién genética en

oca, datos proveniente de las nueve departamentos.
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Figura 21. Analisis de similaridad (Jaccard) de la caracterizacién genetica en

oca, datos proveniente de tres regiones representativas.
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Figura 23. Andlisis de agrupamiento de las poblaciones de oca evaluadas en departamentos. Valores en los nodos corresponden

a los valores de Bootstrap.
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Figura 24. Andlisis de agrupamiento de las poblaciones de oca evaluadas a nivel de regiones geograficas. Valores en los nodos

corresponden a los valores de Bootstrap.
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5.5.4 Anélisis molecular de variancia (AMOVA).

Mediante esta metodologia se compar6 la variabilidad molecular de las
accesiones de oca evaluadas por los marcadores AFLP, esta correspondio a
nivel de los departamentos de procedencia y por las zonas geograficas de la
colecta. El agrupamiento por zonas geograficas se realizo en tres sectores

(norte, centro y sur), la cual se puede visualizar en la Tabla 10.

Tabla 10. Fuentes de variacion del Analisis Molecular de Varianza.

Zona

Departamento .
geografica
Amazonas
Cajamarca NORTE
La Libertad
Ancash
_ CENTRO

Lima
Arequipa
Moquegua

SUR
Tacna
Puno

5.5.4.1 AMOVA a nivel departamentos

variacion genética es mayor a nivel dentro de los departamentos que entre
departamentos (Tabla 11), un porcentaje de variacion entre las accesiones
entre departamento de 23% y 77% para la variacién de accesiones dentro
de los departamentos (r= 0.229; p=0.001).
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Tabla 11. Fuentes de variacion del Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

de las poblaciones de oca a nivel de departamento.

Fuente de Grado Sumade  Cuadrado  Variacion - - P
variacion libertad Cuadrado Medio estandar {rand == data)
Entre 8 1101.985  137.748 6.213 23% 0.229 0.001
departamento
Dentro 170 3653847 20905 20.905 7%
departamento
Total 178 4655 832 27 118 100

Figura 25. Varianza molecular de las poblaciones de oca evaluadas por

departamento

5.5.4.2 AMOVA a nivel de regiones

Se evalu6 el AMOVA entre regiones de colecta, obteniéndose un porcentaje

de variacion entre las accesiones entre regiones de 16% y 84% para la

variacion de accesiones dentro de los departamentos (r= 0.162; p=0.001).

Tabla 12. Fuentes de variacion del Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

de las poblaciones de oca a nivel de region.

Fuente de Grado Sumade  Cuadrado  Variacion - . P
variacion libertad Cuadrado Medio estandar {rand == data)
dE::::rtamento 2 573836 286.918 4.481 16% 0.162 0.001
Dentro
departamento 176 4081.996 23.193 23.193 34%
Total 178 4655832 27.674 100%
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Figura 26. Varianza molecular de las poblaciones de oca evaluadas por

regiones

5.5.5 Analisis de coordenadas principales (PCoA)

En el PCoA evaluado se observa que la mayor variabilidad observada se
encuentra en los primeros tres ejes (73.76% acumulado) (Tabla 13), estos
valores fueron idénticos tanto para los departamentos como para las regiones.
El porcentaje de variacion para los dos primeros ejes fueron 38.01, y 20.64 %,
con un teniendo un porcentaje acumulativo de 38.01 y 58.65%
respectivamente. Los dos primeros ejes indican una alta correlacion que
explica la mayor variabilidad. Estos resultados coinciden con los valores
obtenidos con los eigenvalue (Tabla 14) donde se expresa la maxima

variacion en los dos primeros.

Tablal3. Valores de acumulacién de los tres primeros ejes que refleja la

maxima variabilidad genética.

Departamento y
Eje region

% Cum %
1 |38.01 3801
20.64  58.65
3 |15.11 73.76
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Tabla 14. Valores de acumulacién mediante Eigen value en los ejes que

refleja la maxima variabilidad genética.

Eje
No.

Departamento
y regiones

EigenValue

S 01 A W DN PP

65.6
35.6
26.1
22.3
13.0
10.0

La grafica de PCoA por departamentos (Figura 27) se visualiza que las

accesiones La Libertad se subdividen en tres clister de Puno, Tacna, se

subdividen en dos cluster, Moquegua, Lima y Arequipa se dividen en cluster

independientes.
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Figura 27. Andlisis de coordenadas principales de las poblaciones de oca

evaluadas por departamentos.
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La grafica del PCoA a nivel de regiones (Figura 28) se visualiza un
agrupamiento en tres cluster bien diferenciados, donde las poblaciones del
sur y del centro se encuentran agrupadas independientemente, el tercer
cluster se identifica un grupo de accesiones que se encuentran accesiones de
la zona norte y sur. Las poblaciones de la zona norte se disgregan en los tres
cluster (Figura 28).
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Figura 28. Andlisis de coordenadas principales de las poblaciones de oca

evaluadas por regiones.

5.5.6 Comparacion de matrices (indice de Mantel).
5.5.6.1 Comparacion de matrices morfolégico- molecular.

En el andlisis de las matrices morfolégico- molecular, realizado mediante el
programa NTSys pc 2.2 nos sefiala una correlacion muy baja entre las
matrices morfologicas (rz) y la matriz molecular (rx), siendo su rxz = 0.02
p<0.01.

5.5.6.2 Comparacion de matrices genético -geografico.

El andlisis de Mantel realizado mediante el programa GENALEX 6.3. Nos
indica la presencia de una correlacion alta entre las matrices de las distancia
geografica (rx) y la genética con la molecular (ry) siendo su rxy =0.431 con
un p-value= 0.001. (Figura 29).

70



100

9
80
70
60
50
40
30

Distancia genética

20

10

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Distancia geografia

Figura 29. Analisis de correlacion de matrices derivada de las distancias

geograficas y genéticas a través del indice de Mantel.

5.5.7 Estructura genética

Se evalud la estructura genética de las poblaciones de oca, lograndose
diferenciar las accesiones de oca por departamentos, Se realizo un analisis
de estructura genética mediante el programa ABC4F (Approximate Bayesian
Computation for F-statistics), (Foll et al., 2008) que permitié evaluar el Fst de
las poblaciones analizadas (Tabla 15 y Figura 30) observandose que la
poblaciones de Ancash y Lima presenta una variacion moderada (0.05-0.15),
La Libertad y Arequipa cuentan con una variacion grande y los otros
departamento presentan una variacion muy grande (> 0.25).
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Tabla 15. Analisis del indice de Fijacién de las accesiones de oca por
departamento.
Poblacién Media Moda Varianza 95% HPDI

Amazonas 0.556 0.577 0.00497 [0.415;0.685]
Cajamarca 0.387 0.397 0.00585 [0.23;0.526]

La Libertad 0.16 0.16 0.00161 [0.0794;0.239]
Ancash 0.0569  0.0429 0.00084 [0.00134;0.111]
Lima 0.0895 0.0741 0.00235 [0.000341,0.179]

Arequipa 0.177 0.161 0.00237 [0.0847;0.272]
Moquegua 0.285 0.278 0.00278 [0.177,0.384]
Tacna 0.553 0.537 0.00794 [0.385;0.73]
Puno 0.259 0.254 0.00177 [0.186;0.352]

Amazonas
Tacna
Cajamarca
Moquegua
Puno
Arequipa
La Libertad
Lima

Ancash

Fst

Figura 30. Evaluacion del Indice de Fijacion (Fst) de las poblaciones de oca
en los 9 departamentos evaluados. Datos obtenidos a partir de los analisis

geneticos por AFLP.
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VI. DISCUSION

6.1 Caracterizacion morfoldgica de las accesiones de oca

Los descriptores morfologicos cualitativos son usados como herramienta
para la identificacion de materiales dentro de los cultivos (Del Rio, 1990),
considerando que los reportes acerca de la diversidad fenotipica de oca es
alta (Pissard et al., 2006; Del Ri0,1990 y Donayre ,2000) no se cuenta con
una cantidad exacta de morfotipos de oca, por lo que es de importancia la
identificacion de los materiales, para una caracterizacion regional a nivel de
bancos de germoplasmas y una posterior homologacién de accesiones a

nivel de Institutos Nacionales de Investigacion Agrarias de la region.

En Ecuador Vimos (1985) registro 10 morfotipos en 48 accesiones ocas,
Piedra (2001) evalu6 morfolégicamente y molecularmente la accesion
nacional de oca, en ambos trabajos no solo han logrado caracterizar a nivel
tubérculo sino otras caracteristicas de la planta como el nivel de heterostilia,
hébito de crecimiento, porte de la planta, color y fascinacién del tallo.

En Bolivia, Gaspar (1998) evalué 500 accesiones de oca del banco de
germoplasma reportando 80 morfotipos, Ugarte y Boudin (2004) registré 181
morfotipos, 145 morfotipos se sitlan en torno al Lago Titicaca, Cadima et al.
(2004) ha clasificado 18 variedades de oca en la zona de Candelaria,

microcentro de alta diversidad en Bolivia.

En Perd, Urrutia (1997) evaludé en la zona aymara del lago Titicaca 164
entradas provenientes en los almacenes de los campesinos. Vivanco y Arbizu
(1997) evaluaron 227 entradas de oca de los departamentos de Puno, Cusco,
Junin, Lima, Ancash, Cajamarca, Piura y Amazonas, identificando 146
morfotipos, siendo los caracteres mas importante para discriminar las ocas: el
color del tallo, envés, peciolo, color predominante de la piel, color principal
y distribucién de la pulpa, forma del brote, habito de floracion y color del
pedicelo y Velasquez (2004) evalué accesiones de oca del departamento de

Huéanuco, reportando 145 morfotipos de oca, siendo el departamento de
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mayor diversidad, seguida de Huancavelica con 105 morfotipos (Paucar,
2007), Paucar (2007) registro 66 morfotipos de oca, Blas et al. (2008) reporto
65 morfotipos en el Cusco y 66 en Huanuco, Vivanco et al. (2008), registro
132 morfotipos de oca con 7 descriptores de tubérculos, de una expedicion en
6 localidades (Huancavelica, Junin, Hudnuco, Ayacucho, Apurimac y Cusco),
aunque Pissard et al. (2008) sefala la presencia de 240 morfotipos.
Asimismo, Zorrilla (2006) y Paucar (2007) determinaron la variabilidad
morfoldgica de los tubérculos de oca en Puno y Huanuco respectivamente,
reportando variaciones en la composicion en los caracteres de los tubérculos

analizados.

En el presente trabajo se ha tomado una muestra de la amplia variabilidad
morfoldgica de los tubérculos de manera representativa a la amplia diversidad
A nivel del color del tubérculo, los colores primarios fueron amarillo (36.8%),
blanco amarillento (27.9%), naranja amarillento (17.6%), rojo (10.3%) y rojo
naranja (1.5%) son los mas representativos en la superficie en las accesiones
analizadas, no se ha registrado otros colores (rojo naranja oscuro y rojo claro)
como lo reportado por Zorrilla (2006).

Los colores secundarios mas representativos en la superficie de las
accesiones de los tubérculos son rojo (26.5%), ausente (25%), rojo palido
(16.2%) y purpura rojizo (11.8%); a la vez se ha reportado otros colores como
blancos (1.5%) y rojo palido (16.2%), también se ha reportado la presencia
de veteaduras (2.9%) los cuales no se han registrado en otras localidades
como Huénuco y Puno; estos colores y veteaduras no ha sido reportado en
otras investigaciones como Zorrilla (2006) y Paucar (2007), lo cual sefiala una
Optima seleccién de materiales y de localidades para obtener la maxima
diversidad genética.

La coloracion de pulpa son los colores amarillo (67.6%), blanco amarillento
(19.1%) y naranja amarillento (11.8%) son los mas predominantes son los mas
representativos, sin embargo Paucar (2007) reporta el color rojo purpura. A
nivel de color secundario de pulpa en los tubérculos gran parte de los

accesiones evaluadas no presentan coloracion (73.5%), sin embargo se han
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registrado los colores rojo (10.3%) y rojo palido (7.4%) no registrando otros
colores como amarillo y naranja amarillento como sefala Paucar (2007).

De los tubérculos que presentan coloracion secundaria, gran parte de ellos se
concentran a nivel del anillo vascular (20.6%), medula (1.5%), medula y
corteza (1.5%), otros investigadores han registrado a nivel de anillo vascular
y la medula (Paucar, 2007).

Con respecto a la forma de los tubérculos, el mas representativo es el
cilindrico (57.4%), claviforme (22.1%), alargado (13.2%).

El presente trabajo, ha identificado 68 morfotipos a partir de los descriptores
de tubérculo para las 187 accesiones evaluadas, esta evaluacion no ha
considerado otros tipos descriptores como los vegetativos, inflorescencia y
fruto (IPGRI/CIP, 2001) lo que permitiria identificar un mayor ndmero de
morfotipos, el cual refutaria acerca de la baja la diversidad en oca (Pissard et
al., 2006; Donayre, 2000; Del Rio, 1990).

6.2 PCA de las accesiones

El analisis de componentes principales es un método de ordenacién que nos
permite evaluar caracteres con varias dimensiones, reduciéndo la informacion
en pocas dimensiones (Guillot et al., 2009) lo que permite un mejor analisis
por todas las variables de andlisis. Los resultados observados en oca a partir
de las variables morfologicas en los 9 departamentos del Perd, puede ser
explicada por los primeros dos componentes principales, como sostiene
Borchsenius (1999). Los caracteres que aportan a la mayor variabilidad para
el primer componente es la distribucion del color secundario, el color
secundario de la pulpay la distribucion del color secundario, y para el segundo
componente el color predominante de la superficie del tubérculo, el color
secundario de la superficie del tubérculo y la forma del tubérculo (Tabla 7).

6.3 Distribucién de la estructura de los morfotipos de oca

Del andlisis de agrupamiento de las accesiones de oca evaluada en 9

departamentos del Perd, se ha registrado 68 morfotipos de los cuales, los
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departamentos con mayor cantidad de morfotipos son Ancash (24),
Cajamarca (14), Puno (18) y La libertad (12), y los departamentos de
Amazonas, Moquegua, Arequipa, Lima y Tacna (4, 6, 7, 7 y 6
respectivamente). Se ha registrado cuatro morfotipos que se distribuyen en 4
departamentos (morfotipos 1, 6, 39 y 44), tres morfotipos que se distribuyen
en 3 departamentos (morfotipo2, 41y 42), 12 morfotipos que se ubican en 2
departamentos (morfotipos 7, 8, 12,14, 29, 38, 43, 51, 63, 67, 65y 66) y 49
morfotipos que se ubican en un solo departamento (morfotipos 3, 4, 5, 9, 10,
11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 40, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
67y 68).

6.4 Anélisis de AFLP.

En la actualidad las técnicas moleculares son de utilidad para los trabajos de
seleccion, caracterizacion y evaluacion de la diversidad genética, para ello es
se considera el polimorfismo de la especie. Las técnicas mas conocidas como
RFLP (Restriction fragment lenght polymorfism DNA) (Botstein et al., 1980),
RAPDs (Randomly amplified polymorphism DNA) (Williams et al., 1990) y en
la actualidad AFLP (Vos et al.,, 1995) es el mas utilizadas en la en la
caracterizacion del germoplasma, por la naturaleza en la generacién de
polimorfismo de un marcador.

Hasta la fecha, los estudios sefialan que la diversidad intraespecifica de oca
en el Perl es baja, los cuales han sido evaluados por isoenzimas (Del Rio,
1990), RAPDs (Donayre, 2000), ISSR (Pissard et al., 2006, Pissard et al.,
2007; Pissard, 2008 Nagatomi et al., 2008a, Nagatomi et al., 2008b); con
AFLP (Adrianzen, 2006; Biondi , 2006; Schibli, 2007; Zorrilla, 2006; Nagatomi
et al., 2008b; Emshwiller 2006a, 2006b; Emshwiller et al., 2009), los cuales
han permitido realizar estudios en la especie. Tambien se ha realizado
estudios evolutivos del género oxalis (Tosto et al., 2008; Tosto y Hopp, 2000),
también se ha relacionado la taxonomia folcklérica de los cultivares
tradicionales de oca con AFLP (Emshwiller 2006a).

Los analisis de AFLP ha permitido estudiar accesiones de diferentes
localidades como Cuzco (Schibli, 2007; Adrianzen, 2006; Zorrilla, 2006),
Puno (Zorrilla, 2006) y Huanuco (Nagatomi y Blas, 2008), también Bioindi
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(2006) evalu6 el banco de germoplasma de oca del Centro Internacional de la
Papa a partir de los trabajos de estandarizacion de Schibli (2007) con 7 pares
de iniciadores mas polimoérficos para oca, (E-ACA/M-CTA, E-ATG/M-CCA, E-
AGT/M-CTC, E-AGC/M-ACA, E-ACA/M-CTC, E-AGT/M-CCT, E-AGA/M-
AGC). Las combinaciones utilizadas han permitido encontrar diferencias entre
las localidades evaluadas, estas diferencias se ven reflejado en el porcentaje
de bandas polimérficos reportados (Schibi, 2007; Biondi, 2006; Nagatomi,
2008b; zorrilla, 2006). (Tabla 16), en el presente trabajo se ha obtenido una
mayor cantidad de bandas polimérficas, a pesar de haber sido utilizada solo
cuatro combinaciones de las reportadas por Schibli (2007). Asi mismo la
similaridad promedio son similares a los reportados (Zorrilla, 2007; Adriansen,
2007) y ligeramente superior a Schibli (2007) y Biondi (2006).

Tabla 16. Frecuencia de fragmentos polimérficos evaluados con las

combinaciones de AFLP evaluadas en oca

Referencias
Pares de

Schibli | Adriansen | Biondi | Nagatomi | Zorrilla Cruz
(2007) (2007) | (2006) | (2008b) | (2006) (2018)

combinaciones

E-ACA/M-CTA (%) 75.0 16.2| 90.0 8.3 38.7
E-ATG/M-CCA (%) 60.7 12.0| 75.0

E-AGT/M-CTC (%) 82.3 17.0| 82.0

E-AGC/M-ACA (%) 72.4 17.0 100.0 18.2 59.3
E-ACA/M-CTC (%) 81.3 11.1 77.0 52.5
E-AGT/M-CCT (%) 87.5 12.0 82.0 13.2
E-AGA/M-AGC (%) 71.1 14.5 66.0 37.3
Numero de bandas

polimérficas 152.0 117.0 175.0 49.0 121.0 112.0
Similaridad promedio | 0.5956 0.6487 0.59* 0.665** 0.619

* Datos obtenidos para las accesiones de ocas peruanas

** promedio de la similitud promedio de los departamentos de Cusco y Puno (0.68 y 0.65 respectivamente)

6.5 Analisis de la similitud

Para determinar el indice de mayor confiabilidad se realizé un test de Mantel
para determinar una correlacién entre las matrices con los indices de Dice,

Jaccard y Simple Matching, obteniéndose una alta correlacién entre las
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matrices de Jaccard y Dice (r= 0.99305), Rholf (2001) sefiala que el valor
obtenido es de muy buena confianza y la correlacion entre los otros indices
de similitud es pobre (0.7188 y 0.7373) (Tabla 9). El valor obtenido de la
correlacion entre las matrices de Jaccard y Dice nos indica que no existe
diferencias entre las topologia de los fenogramas generados por estos
coeficientes, como lo sugiere Milbourne et al. (1997) y Zorrilla (2006).

De la presente tabla, se observa que el porcentaje de combinaciones de
iniciadores, para cada uno de los investigadores, es muy variable, sin
embargo el porcentaje de similaridad promedio estan relativamente cercano,
siendo los valores de Adriansen y Zorrilla préximos al presente trabajo.

Biondi (2006) evalué mediante AFLP obteniendo los valores de similaridad
para las regiones del norte, centro y sur del pais, estos valores son semejantes
a los obtenidos en el presente estudio, a excepcion de la region del norte cuyo

valor de similaridad es mayor por lo reportado por Biondi (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis de similaridad por regiones mediante AFLP en oca .

_ Biondi| Cruz
Regiones

(2006) | (2018)

Norte 0.600 | 0.720

Centro 0.600 | 0.590

Sur 0.596 | 0.561

6.6 Identificacién de genética de las accesiones de Oca

Se ha identificado 106 genotipos de oca con 81 accesiones duplicadas, al
respecto Schibli (2007) ha identificado 121 cultivares de 126 accesiones y
136 cultivares de 154 accesiones de oca en dos comunidades del Cusco y
Zorrilla (2006) identifico 32 genotipos de 46 accesiones evaluadas, lo que
sugiere la existencia de una alta variacion intraespecifica, tal como explica
Schibli (2007). Emshwiller (2006b) sefiala que esta alta variacion se debe a
mutaciones somaticas en el genoma de la especie, debido a elementos
transponibles que realizan arreglos dentro de los cromosomas, como se han

reportado en maiz, coniferas y Arabidopsis (McClintonck, 1946; Friesen et al.,
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2001; Yu et al.,, 2000), siendo un componente universal en el genoma
eucariotico (Voytas et al., 1992), con un potencial para la alteracién en el
genoma, teniendo un rol importante en la evolucion de las plantas, generando
mayor diversidad genética (Vershinin, 2003) y generando nuevoas variantes

alélicas (Kloeckener y Freeling 1995).

6.7 Andlisis de la estructura genética

Zorrilla (2006) no encontrd correlacion entre marcadores moleculares (AFLP)
y morfolégicos, alo que Schibli (2007) sostiene que el agrupamiento molecular
de las accesiones de oca guarda una relacién con la comunidad de origen,
esto se ve reflejado en el dendrograma obtenido, en donde se encuentra una
diferenciacion a nivel de departamentos y regional. Estos analisis han sido
corroborados con el indice Fst; el cual provee una importante visién en los
procesos evolucionarios que influencian la variacion de la estructura genética
dentro y entre poblaciones, siendo usado en la estadistica descriptiva de una
poblacién (Holsinger y Weir 2009; Gaggiotti y Foll 2010). Este indice tiene
un rango de 0-1 y mide el grado de disminucion de heterocigosis alcanzado
en la metapoblacion respecto al maximo posible (Fontdevila y Moya, 1999)
donde los valores cercanos a cero indica frecuencia de alelos dentro de cada
poblacién es muy similar o que la poblacién tiende a la homocigosis y valores
superiores sefiala diferencias en la frecuencias de alelos, por lo que la
poblacion se encuentra en heterocigosis. Al respecto, se ha podido diferenciar
cinco grupos con semejantes Fst, Amazonas (0.556), Tacna (0.553),
Cajamarca (0.387), Moquegua (0.285 y Puno 0.259), La Libertad (0.16),
Arequipa (0.177), Ancash (0.0569) y Arequipa (0.0895), siendo las
poblaciones de Ancash y Lima presentan una tendencia a la homocigosis.
(Tabla 15, Figura 30) los cuales se encuentran en un intervalo de 0.05, cuyo
valor presenta una diferenciacion muy pequefia por lo que tiende a la

homocigosis. (Tabla 18).

79



6.8 Congruencia entre los marcadores morfolégico- molecular vy

geografico- molecular

El sistema de propagacion de oca es vegetativo, o que permite transmitir su
genoma sin tener ningun tipo de recombinacién genética, lo que permitiria
transmitir su genoma sin ningun tipo de mezcla con otro tipo de genoma, por
lo que debe de observarse una asociacion entre los marcadores moleculares
neutros y el loci envuelto en los caracteres morfolégicos que son analizados,
permitiendo observar una correspondencia entre la estructura de la
variabilidad molecular y la morfolégica. Sin embargo Spooner et al. (2005)
sefiala que las técnicas de fingerprinting de ADN es un mejor discriminador

gue los datos morfolégicos en los analisis de similaridad genética.

Tabla 18. Valores de evaluacion de los Fst para la diferenciaciéon de

homocigosis y heterocigosis

Valor de
Diferenciacion
Fst
0-0.05 pequena

0.05-0.15 moderada

0.15-0.25 | grande

>0.25 muy grande

La correlacién entre las matrices de distancias genéticas, morfolégicas y
geografica fue analizada mediante el andlisis de Mantel; esta prueba permite
realizar una correlacion entre las matrices morfologicos y los moleculares,
teniendo un valor muy bajo (r= 0.02, p<0.001) obtenido con el método
Mxcomp (NTsys 2.2), Zorrilla (2006) sostiene que el agrupamiento de los
marcadores de AFLP, no se encuentra asociado al color de la superficie del
tubérculo ni con el sabor del tubérculo (dulce y amargo). Pissard et al. (2008)
evaluo la congruencia de los marcadores dominantes como ISSR (9 primers)
con 34 morfotipos, encontrando una correlacion mayor al presente estudios
(r=0.137, pvalue<0.05), sin embargo esta correlaciéon es muy baja; Los AFLPs,
permite la generaciéon de mayor cantidad de fragmentos polimérficos en el

genoma de la especie analizada, razon por la cual el indice de Mantel entre
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las matrices genéticas y morfoldgica es muy baja el cual podria incrementar
el indice al incrementar los descriptores de la planta, flor y habito de
crecimiento. Pissard et al. (2008) sefiala que la correlacion obtenida es
confiable solo con accesiones genéticamente muy similares, pero el mismo
patrén no debe ser concluyente para un gran numero de accesiones. No
obstante el valor es positivo, pero es bajo como se observan en otros estudios
como quinua, uva, arroz, centeno, camote (Rodriguez e Isla, 2009; Xu et al.,
2000; Federici et al., 2001; Roldan-Ruiz et al., 2001; Solano et al., 2007, Karuri
et al., 2010), Szczepaniak et al. (2002), sefiala que los valores bajos en la
correlacién de marcadores AFLP y los morfolégico se debe probablemente a

la plasticidad de la especie.

La correlacion de las distancia geogréfica y moleculares se ha obtenido un
valor débil pero altamente significativo (r= 0.431, p<0.001) obtenido por
GENALEX 6.4. Pissard et al. (2008) encontré6 un valor mucho mas bajo
(r=0.190, p<0.01), sin embargo se han podido reportar correlaciones
significativa entre las distancias genéticas y geogréficas para otras especies
(Kyndt et al., 2009; Andrade et al., 2007; Larson et al., 2004; Wolf et al., 2004).
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VIl. CONCLUSIONES

Se ha identificado a traves de marcadores morfolégicos y genéticos a
través de los marcadores AFLP la diversidad genética de las
accesiones colectadas, asi mismo se ha evaluado la correlacién
genética, molecular y geogréafica, donde existe un alto valor de
correlacion entre la matriz genética y geogréfica. Asi también se ha
identificado las localidades con mayor indice de fijacién (Fst) en la cual

permite evaluar su grado de aislamiento genético.

La caracterizacion morfolégica a través de los descriptores de oca
propuesto por el IPGRI/ CIP (2001) en 187 accesiones ha permitido la
identificacion de 68 morfotipos y 119 accesiones duplicadas. Los 7
descriptores evaluados presentaron diferente comportamiento dentro
de los dos primeros componentes principales que explican el 62% de
la variabilidad morfolégica. ElI primer componente, se encuentra
asociado a la distribucion del color secundario, color secundario de
pulpa y distribuciébn del color secundario, mientras que el color
predominante superior, el color secundario y la forma los que aportaron

la méxima variabilidad en el segundo componente.

La morfotipos se distribuyen de manera diferente, se ha encontrado 49
morfotipos que pueden encontrarse en un departamento, 12 morfotipos
en dos departamentos, 3 morfotipos en 3 departamentos y 4 morfotipos
en 4 departamentos. Los departamentos con mayor cantidad de
morfotipos son Ancash (24), Puno (18), Cajamarca (14), La Libertad
(12) vy los departamentos con menor cantidad de morfotipos son
Arequipa, Lima (7 cada uno), Moquegua, Tacna (6 cada uno) vy

Amazonas (4 morfotipos).
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De los descriptores evaluados para el color predominante en la
superficie de los tubérculos, son tres los que presentaron la mayor
frecuencia encontrada siendo Amarillo (36.8%), blanco amarillento
(27.6%), naranja amarillento (15.6%), rojo (10.3%), y otros colores en
menor porcentaje como purpura grisaceo oscuro (2.9%) y blanco, rojo
naranja y rojo purpura (1.5% cada uno). En el presente estudio no se

ha reportado 4 colores que se reportan en los descriptores de oca.

La distribucién de los colores secundarios se ha registrado a nivel de
los ojos principalmente (27.9%), ojos e irregularmente distribuidos
(22.1%) y ausentes (20.6%), también se ha registrado en los otros
estados del descriptor. Los colores predominante a nivel de pulpa son
principalmente amarillo (67.6%), blanco amarillento (19.1%), naranja
amarillento (11.8%) y blanco (1.5%). A nivel de pulpa se ha registrado
principalmente la ausencia del color (73.5%), sin embargo, también se
ha registrado otros colores como blanco amarillento, rojo claro, rojo
palido, rojo, rojo grisdceo, purpura rojizo y purpura grisaceo. La
distribucion de estos colores de da principalmente en el anillo vascular,
medula, medula y corteza, asimismo se encuentra una gran proporcion
de una ausencia del color a nivel de pulpa. Gran parte de los tubérculos
evaluados en las accesiones de estudio son principalmente cilindricos
(57.6%), claviformes (22.1%), alargados (13.2%) y ovoides (7.4%).

Los marcadores AFLP con cuatro combinaciones generd 112 bandas
polimorficas de 236 bandas registradas en total, lo que permitio la
identificacion de 106 genotipos en total. La combinacion Eao/Mss
presentd 59.3% de bandas polimorficas, E42/Mso Se registré 52.5% de
bandas polimorficas, Ess/Msg genero 38.7% de bandas polimorficas y
Es9/Mao gener6 37.3% de bandas polimoérficas. El andlisis de similaridad
evaluado permitié evaluar a través del indice de Jaccard con una mayor
indice de similitud. A nivel regional, la region del norte presenté un
mayor indice (0.715), seguido de la region del centro (0.593) y

posteriormente la regién del sur (0.56).
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Al analisis de agrupamiento de las accesiones, permitié agrupar
algunas accesiones por su origen de colecta a nivel de departamento,
sin embargo el agrupamiento de las accesiones son mas visibles por
las regiones evaluadas (norte centro y sur). La variacion genética
observada en los agrupamientos se ve representada en el AMOVA,
donde la variacion obtenida se observa dentro de las accesiones de los
departamentos (77% de variacion) y entre las accesiones de
departamentos (23%). A nivel regional, la variacion se visualiza dentro
de las regiones (norte, centro y sur) con 84% de la variacion y entre las

regiones con 16%.

La correlacion de los marcadores morfolégicos y genéticos a través de
sus respectivas matrices es muy baja (r= 0.02), mientras que existe
una mayor correlacion entre las matrices geograficas y genética (r=
0.431).

Existe una amplia respuesta de la estructura genética de oca con
respecto a las diferentes localidades. El Fst de las accesiones de
Amazonas, Tacna, Cajamarca, Moquegua y Puno, presentan valores
superiores a 0.25, lo que indica un proceso de aislamiento genético en
estas localidades, mientras que las poblaciones de Arequipa, La
Libertad, Lima y Ancash presentan valores bajos que indican un baja

estructuracién genética.
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Vill. RECOMENDACIONES

Desarrollar planes de colecta poblaciones de oca en diferentes
departamentos para evaluar la amplia variabilidad, distribuciéon vy

estructura genética del cultivo.

Implementar en el Banco de Germoplasma del INIA trabajos de
homologacién de accesiones que permitan la optimizar los recursos para

la conservacion, asi como la evaluacion de sus cualidades de consumo.

Incrementar el numero de combinaciones de AFLP para obtener la

méaxima variabilidad genética de oca.

Evaluar otras herramientas genéticas como microsatelites que permitan
evaluar el caracter homocigoto o heterocigoto de las accesiones, AFLP
es un marcador dominante por lo que no es posible evaluar los alelos

homocigotos o heterocigotos.
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(] Amplificacion selectiva (una de varias combinaciones de primers)

Primer 1 Mse/

T T r 1 11T rrr1r rrrn1
CATTGIA
. T T rrrrrr rrrrrrrrrrrrrrrrr 11511 111
S TAACAT C GAGAATTG
ATTGTA GCTCTTAAI
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CEGAGAATTE
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Primer 1 EcoRlI

Anexol. Descripcion gréfica de la metodologia de AFLP. (a) Reactivos para
la primera parte del andlisis de AFLP. (b) EI ADN es digerido con las enzimas
de restriccidon y se adicionan adaptadores especificos a la secuencia de corte,
posteriormente se realiza una amplificacion preselectiva. (¢) Amplificacion
selectiva con secuencias aleatorias con 0, 1 y 2 nucleétidos hasta la
obtencion de perfiles genéticos.
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Anexo 2. Tabla de los caracteres empleados en la caracterizacion morfologica

de Oxalis tuberosa Mol segun los Descriptores del IPGRI

Caracter Descripcion | Naturaleza Caracteristica Caracter Descripcion | Naturaleza Caracteristica
1 Blanco 1 Blanco
2 Blanco amarillo 2 Blanco amarillento
3 Amarillo 3 Amarillo
4 Naranja amarillento Coalor 4 Naranja amarillento
5 R - 4 predominante de 5 R "
0jo naranja ojo naranja
Color la p!JIpa de los
; predominante de 6 Rojo naranja oscuro tubérculos 6 Rojo
la supe_rﬂme de 7 Rojo Claro 7 Rojo grisaceo
los tubérculos
8 rojo palido 8 Purpura rojizo
9 Rojo 9 Purpura grisaceo
10 Purpura rojizo 0 Ausente
11 Purpura grisaceo claro 1 Blanco
12 Purpura grisaceo oscuro 2 Blanco amarillento
0 Ausente 3 Amarillo
1 Blanco 4 Naranja amarillento
2 Blanco amarillento Color secundario 5 Rojo naranja
5 de la pulpa de
3 Amarillo los tubérculos 6 Rojo Claro
4 Naranja amarillento 7 Rojo palido
Color secundario 5 Rojo naranja 8 Rojo
2 de la superficie
de los tubérculos 6 Rojo Claro 9 Rojo grisaceo
7 rojo palido 10 Purpura rojizo
8 Rojo 11 Purpura grisaceo
9 Rojo grisaceo 0 Ausente
10 Parpura rojizo 1 Corteza
Distribucion del
1 Parpura grisaceo . color secundario 2 Anillo vascular
0 Ausente de la puipa de 3 Medula
los tubérculos
1 Ojos 4 Anillo vascular y corteza
Distribucion del 2 Alrededor de los ojos 5 Medula y corteza
3 color secundario 3 Sobre tuberizaciones 1 Ovoide
de la superficie
. 4 05 e imequl istribui Javif
de los tubérculos Ojos e irregularmente distribuidos , Forma de los Claviforme
5 Irregularmente distribuido tubérculos 3 Alargado
6 Ve!e;duras sobre tuberizaciones 4 Cilindrico
principalmente
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Anexo 3. Relacion de reactivos para los 4 pasos de AFLP.

3.1 Relacién y formulacidon de reactivos para la digestion enzimética.
REACCION DE DIGESTION
Reactivos Conc 1 Rx (uL)100 Rx(uL)
Buffer 5X-RL 4,000 400,00
NacCl 0,5M 2,000 200,00
BSA 10 mg.mI* 0,200 20,00
Mse | 10 U.mlIt 0,250 25,00
Eco RI 20 U.mIt 0,125 12,50
NFW 3,425 342,50
Vol. Total (ub) 10,000 1000,00
3.2 Relacién y formulacion de reactivos para la ligacion enzimatica.
REACCION DE LIGACION
Reactivos Conc 1 Rx (uL)100 Rx(uL)
Buffer T4 ligasa10X 1,000 100,00
NacCl 05M 0,500 50,00
BSA 10 mg.mI* 0,050 5,00
Mse Adaptador 0,500 50,00
Eco Adaptador 0,500 50,00
DNA T4 ligasa 0,017 1,70
ATP 0,500 50,00
NFW 1,933 193,30
Vol. Total (uL) 5,000 500,00
3.3 Relacion y formulacion de reactivos para la amplificacion preselectiva.

REACCION PRESELECTIVA

Reactivos Conc 1 Rx (uL) 100 Rx(uL)
NFW 14,15 1415
Buffer PCR 10X 2,50 250
dNTPs 5mM 1,25 125
Eco (E00) 1,00 100
Mse (M0O) 1,00 100
Taq Polimerasa (1:4) 0,10 10

Vol. Total (uL) 20,00 2000
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3.4 Relacion y formulacion de reactivos para la amplificacion selectiva.

REACCION SELECTIVA
Reactivos Conc 1 Rx (uL) 100 Rx(uL)

NFW 0,84 84,00
Buffer PCR 10X 11 110,00
dNTPs 5mM 0,60 60,00
Eco (+3) 2,00 200,00
Mse (+3) 0,30 30,00
Tag Polimerasa (1:4) 0,16 16,00

Vol. Total (uL) 5,00 500,00
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Anexo 4. Evaluacién de los morfotipos de oca por localidad.
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Anexo 5. Identificacion de morfotipos de oca por localidades.
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Anexo 6. Identificacion de marcadores AFLP comunes en oca para las 9

localidades evaluadas.

Marcador ama anc | are | caja | Ili | lim | moq | pun | tac
E35M59-1g 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-3e 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-4b 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-4c 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-4i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-8n 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-9b 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-9¢ 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-9j 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-9k 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E35M59-10e 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E39M40-2e 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E39M40-3b 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E39M40-4a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E39M40-6i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E39M40-12a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-1a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-1k 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-11 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-1n 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-10 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-2d 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-3c 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-4c 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-4g 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-8d 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-9a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E40M35-9b 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-1a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-1e 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-1g 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-4f 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-4i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-\M60-5a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-\M60-7a 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-7d 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-8b 1 1 1 1 1 1 1 1 1
E42-M60-8d 1 1 1 1 1 1 1 1 1

110



Anexo 7. Frecuencia de marcadores AFLP no comunes en las 9 localidades

evaluadas
Marcador Ama | Anc | Are | Caja | Lli | Lim | Moq | Pun | Tac | frecuencia
E35M59-1c 1 1 1 0 (1|1 1 1|1 0.89
E35M59-1d 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E35M59-2a 1 10 1 |11 1 1|1 0.89
E35M59-2b 1 1|0 0 (1|1 1 1|1 0.78
E35M59-2¢g 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E35M59-3g 1 10 1 |11 1 1|1 0.89
E35M59-4h 1 1 1 1 |11 0 1|1 0.89
E35M59-4j 0 1 1 0 (1|1 1 1|1 0.78
E35M59-40 1 10 1 /11 1 1|1 0.89
E35M59-8g 1 1 1 0 |1]1 1 1|1 0.89
E35M59-8h 1 1 1 1 |11 0 1|0 0.78
E35M59-9f 1 1 1 1 /11 0 1|1 0.89
E35M59-10d 1 1 1 0 |1]1 1 1|1 0.89
E39M40-2d 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E39M40-2g 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E39M40-3g 0 1 1 0 |1]1 1 1|1 0.78
E39M40-4b 0 1 1 0 (1|1 1 1|1 0.78
E39M40-5a 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E39M40-5b 0 1 1 1 /1|0 1 1|1 0.78
E39M40-6a 0 1 1 1 /1|0 1 1|1 0.78
E39M40-6¢ 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E39M40-6d 0 1 1 1 |11 0 1|0 0.67
E39M40-6h 1 1 1 1 /1|0 1 1|1 0.89
E39M40-7a 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E39M40-7b 1 1 1 1 /1|0 1 1|0 0.78
E39M40-8a 0 1 1 0 |1]|0 1 1|1 0.67
E39M40-8b 0 1 1 1 /11 1 1|1 0.89
E39M40-10a 0 1 1 0 |0|O 1 1|1 0.56
E39M40-11d 1 10 1 /11 0 o|o0 0.56
E39M40-11e 1 1 1 1 /1|0 1 1|1 0.89
E40M35-1b 1 1|0 1 1|1 1 1|1 0.89
E40M35-1c 1 1 1 1 |11 0 1|0 0.78
E40M35-1d 1 1]0 1 |11 1 1|0 0.78
E40M35-1e 1 1 1 1 |11 1 1|0 0.89
E40M35-1h 1 1|0 1 |11 1 1|1 0.89
E40M35-1i 1 1]0 1 |11 1 1|1 0.89
E40M35-1j 0 1 1 1 |11 1 1|1 0.89
E40M35-1m 0 1 1 1 (1|1 1 1|1 0.89
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E40M35-2a 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E40M35-2c 1 1 1 1 |11 1 1|0 0.89
E40M35-2h 1 1 1 1 |11 1 0|1 0.89
E40M35-3a 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E40M35-4a 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E40M35-5b 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E40M35-5c 1 10 1 /1|0 1 11 0.78
E40M35-5e 1 1 1 1 |11 1 1|0 0.89
E40M35-6a 1 1 1 1 |11 0 1|0 0.78
E40M35-7a 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E40M35-8c 0 1 1 1 /1|0 1 11 0.78
E40M35-8h 0 10 1 |11 0 0|0 0.44
E40M35-8i 1 10 1 |11 0 10 0.67
E40M35-8k 1 1 1 0 |1]1 1 1|0 0.78
E42-M60-1b 0 1 1 o (1|0 1 11 0.67
E42-M60-1c 0 1 1 1 |11 1 10 0.78
E42-M60-1d 0 1 1 0 |1]1 1 11 0.78
E42-M60-1f 1 1 1 0 |1]|0 1 11 0.78
E42-M60-1h 1 1 1 0 |1]1 1 11 0.89
E42-M60-1i 0 1 1 1 |11 1 1|0 0.78
E42-M60-1j 1 1 1 0 |1]1 1 11 0.89
E42-M60-1k 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-1m 1 1 1 1 |11 1 10 0.89
E42-M60-2a 0 1 1 1 /1|0 1 11 0.78
E42-M60-3a 0 1 1 1 |11 0 1|0 0.67
E42-M60-3c 0 10 1 |11 0 1|0 0.56
E42-M60-3g 1 10 1 |11 1 1|0 0.78
E42-M60-4g 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-4h 0 1 1 1 /1|0 1 11 0.78
E42-M60-4j 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-5b 1 10 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-5c 1 1 1 1 |11 1 1|0 0.89
E42-M60-7b 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-8a 1 1 1 1 /1|0 1 11 0.89
E42-M60-8c 0 1 1 1 |11 1 11 0.89
E42-M60-8f 0 1 1 1 |11 1 1|0 0.78

Anexo 8. Analisis de agrupamiento para la identificacion de los genotipos de
oca atraves del indice de Jaccard y el agrupamiento UPGMA.
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Anexo 9a. Ampliacion del agrupamiento para la identificacion de los

genotipos.
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Anexo 9b. Ampliacién del agrupamiento para la identificacion de los

genotipos.
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Anexo 9c. Ampliacion del agrupamiento para la identificacion de los

genotipos.
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Anexo 9d. Ampliacién del agrupamiento para la identificacion de los

genotipos.
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Anexo 9e. Ampliacion del agrupamiento para la identificacion de los

genotipos.
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Anexo 9f. Ampliacion del agrupamiento para la identificacién de los genotipos.
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