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RESUMEN

Sen2 es el gen de resistencia de amplio espectro frente al Synchytrium endobioticum,
agente causal de la verruga de la papa. Con el fin de manejar este problema mundial, se
plantearon los siguientes objetivos: realizar el protocolo estandarizado de PCR para el
gen Sen2 que da resistencia a Synchytrium endobioticum y evaluar los componentes de
rendimiento en accesiones de papas nativas cultivadas a 2756 m.s.n.m. se uso el disefio
experimental latice simple 8x8 con dos bloques. El analisis de datos cuantitativos se
realiz6 mediante ANOVA (p<0.05), correlacion de los componentes del rendimiento con
el programa Rstudio. El protocolo estandarizado de PCR punto final para el gen Sen2
resultd: extraccion de ADN por método CETAB 2X; el PCR (1Rx) contiene 3.76ul NFW;
4.0 pl de Buffer; 1.6 pul MgCly; 0.4 pul dNTPs; 3.0 ul Fy R; 0.24 pl Taq polimerasa; 4.0
pl ADN [20ng/ul]; el perfil térmico Calentamiento: 93°C / 3"; Denaturacion: 93°C / 47;
Annealing: 60°C / 45"; Extension: 72°C / 1°30""; Extension final: 72°C / 10" con 35
ciclos, observadas en gel de agarosa 1.8% de agarosa, tefiido con 2.5 ul de BrEt, corridos
en electroforesis (90V, 78A, 60°), y con el mismo perfil térmico para PCR tiempo real
1Rx de 10uL HiSYBR (Sybergreen) [1X]; 2uL primer F [10uM] y 2uL primer R [10uM]
y 4uL. ADN molde [A:20 ng/uL; B: 10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el volumen total
de 20uL. el rendimiento minimo fue de 600.38 kg/ha hasta un maximo de 47571 kg/ha
(T15 “Puka sawinto” y T63 “Yungay” respectivamente). L0OS componentes de
rendimiento que mas influyeron son diametro de follaje (r=0.2)>altura de planta
(r=0.18)>el nimero de tubérculos/mata (r=0.16)>peso de tubérculos kg/ha (r=0.14); los
parametros mas correlacionados son numero de tallos y tubérculos por mata (r=0.93),

teniendo una relacion directamente proporcional.

Palabras clave: Synchytrium endobioticum, protocolo PCR, gen Sen2, componentes de

rendimiento, papas nativas.
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INTRODUCCION

El Chytridiomyceto Synchytrium endobioticum (Schilbersky) Percival, es el agente causal
de la enfermedad denominada verruga de la papa (potato wart) (Obidiegwu et al., 2014),
esta enfermedad es de la més devastadora a nivel mundial, generando altas pérdidas
econdmicas (van de Vossenberg et al., 2022). La diseminacion de la enfermedad se dio a
través de la propagacion asexual con semillas infectadas, llevadas de paises andinos hacia
el resto del mundo, adaptandose perfectamente y desarrollando nuevos patotipos. En la
actualidad este patdgeno es considerado la plaga cuarentenaria mas importante del
mundo, siendo clasificado en la categoria A2 por European and Mediterranean Plant
Protection Organization, (EPPO) (2017) y la unién europea (UE) (Diario Oficial de la
Union Europea, 2022).

En 1896 Schilberszky reportd por primera vez la “verruga de la papa” en Hungria y en el
Per( el encargado en reportar el patégeno fue Abbott en 1928, en aquel entonces con una
incidencia de hasta un 20% (Torres, 2002). Hodgson 1974 citado por Obidiegwu et al.
(2014) menciona que el control quimico no es efectivo, las medidas tomadas fue el de
desarrollar variedades resistentes. Hasta 1941 se conocia un solo patotipo de S.
endobioticum (patotipo comun, patotipo 1 o 1D1), la mayoria de variedades eran
resistentes a este patotipo, desde esa fecha hasta el 2006 se identificé 30 patotipos nuevos
(Obidiegwu et al., 2014), se consideran el 1(D1), 2(G1), 6(01), 8(F1) y 18(T1) como los
mas importantes y ampliamente distribuida en Europa (Plich et al., 2018). No se reportan
patotipos identificados en el Peru. La resistencia al patotipo comin 1D1 ya no es efectiva
actualmente en Europa y demas paises donde se cultiva papa, ademas de ello la falta de
rotacion de cultivo favorece la propagacion de los esporangios del hongo (Obidiegwu et
al., 2014).

Actualmente S. endobioticum es considerado el patdgeno cuarentenario mas importante

de la papa, motivando su inclusion en la lista de cuarentena A2 EPPO, (2017) provocando



altas pérdidas de rendimiento (estimaciones del 60% al 90%) y contaminacion del suelo
a largo plazo por més de 40 afios (Plich et al., 2018 y Przetakiewicz, 2015).

El gen Sen2 fue mapeado en el cromosoma XI de la papa, reporta resistencia contra 8
patotipos de Synchytrium endobioticum en Polonia, los patotipos recolectados fueron de
los paises mediterraneos y mayores productores de papa en Europa (Alemania, Polonia,
Ucrania, Paises bajos) (Plich et al., 2018).

La papa es el tercer cultivo mas importante del mundo, cultivada en 159 paises consumida
por mas de 1000 millones de personas en todo el mundo, contribuye a la seguridad
alimentaria 'y al empleo de la poblacién rural y urbana (FAO, 2024). Es el sustento de 700
000 agricultores peruanos, la mayoria pequefios agricultores (International Potato Center
(CIP), 2022). Pert tuvo un incremento de produccién de papa en un 16.7%; Ayacucho
increment6 en 61.2%, a nivel nacional se registrd6 607 901 toneladas reportada en el
ultimo censo realizada por el INEI-ENAGRO (Gob.pe, 2024). Ayacucho es una region
considerada productora de papa, principalmente de las variedades Canchan, Yungay,
Mariva, Peruanita, Amarilla Tumbay y Wayro, representando el 80% de produccion total
de papa en la regién ayacuchana; los agricultores de esta region y otras regiones del pais
reportaron (https://latinanoticias.pe/regiones/esta-es-la-peor-enfermedad-que-puede-
atacar-a-la-papa-en-el-peru) que la verruga de la papa causada por Synchytrium
endobioticum les genera pérdidas econémicas importantes. No se tiene cuantificado el
efecto negativo de Synchytrium endobioticum en el rendimiento de este cultivo.

Un suelo infestado con Synchytrium endobioticum deja de ser util para variedades
comerciales susceptibles (Yungay), perjudicando asi a los agricultores de papa Yy
poniendo en riesgo la seguridad alimentaria; por lo cual es importante hacer
investigaciones buscando seleccionar accesiones de papas nativas portadoras del gen de
resistencia Sen2; debido a que el tratamiento quimico no es eficiente, es contaminante del
medio ambiente, deja residuos tdxicos en el suelo y deteriora la calidad del suelo (Plich
et al., 2018 y Przetakiewicz, 2015).

Por lo cual el problema identificado es: ¢Cudl es el protocolo estandarizado de PCR para
el gen Sen2 que da resistencia a Synchytrium endobioticum y cuéles son los componentes

de rendimiento en accesiones de papas nativas cultivadas en Ayacucho a 2756 m.s.n.m?
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El presente trabajo pretende contribuir en la solucion de dicho problema, debido que en
la region de Ayacucho no existe investigaciones que reporten variedades resistentes a
Synchytrium endobioticum, ya que este hongo es reportado como el patdgeno
cuarentenario mas importante del mundo donde se cultiva la papa (Plich et al., 2018).
Considerando los antecedentes del uso de variedades resistentes para el manejo y control
de esta enfermedad, herramientas biotecnoldgicas y seleccion molecular, se podria ayudar
a identificar accesiones de papas nativas portadoras de los genes de resistencia a
Synchytrium endobioticum (Sen2) (Gabriel et al., 2016). En un futuro proximo, con estos
conocimientos, se podria desarrollar un nuevo programa de mejoramiento genético
molecular y biotecnoldgico para el cultivo de la papa; también se podria crear una nueva
variedad de papa, con resistencia a Synchytrium endobioticum y que tenga altos
rendimientos. Los resultados del presente trabajo de investigacion también serviran para

crear politicas de bioseguridad gubernamental frente a este patdgeno.

Por lo ante dicho, el objetivo general fue elaborar protocolos para el analisis molecular
orientados a identificar la presencia de genes de resistencia a Synchytrium endobioticum
en el germoplasma de papa de la region de Ayacucho y determinar los valores
relacionados a los componentes de rendimiento en accesiones de papas nativas cultivadas

a 2756 m.s.n.m

Obijetivos especificos

1. Estandarizar el protocolo molecular (PCR) para el gen Sen2 que da resistencia a la
papa contra el Synchytrium endobioticum en condiciones del Laboratorio de Genética
y Biotecnologia Vegetal (LGBV) - UNSCH.

2. Determinar los valores de componentes de rendimiento (cuantitativos) en 64

accesiones de papas nativas cultivadas a 2756 m.s.n.m.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. Generalidades de la papa

El cultivo de papa tiene origen Andino (Peru, Bolivia) especificamente alrededor del lago
Titicaca, fue cultivada hace 7000 afios (Centro Internacional de la Papa (CIP), 2006); el
Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI) (2017), menciona que su posible
domesticacion fue hace 10000 afios, mientras que la FAO (2024) menciona que fue hace
8000 afos, siendo Solanum Stenotomum la primera registrada (CIP, 2006). La
distribucion de la papa cultivada es desde el norte de Venezuela hasta el centro de Chile
y Argentina (CIP, 2022). Los mayores productores de papa son China, Rusia, India, EE.
UU y Ucrania, haciendo un volumen de 160millones de toneladas, (FAO, 2008).

La papa es considerada el tercer alimento mas importante del mundo, existe mas de 6000
variedades de papas nativas (Lutaladio & FAQO, 2009), dulces (Solanum tuberosum. sub
especie andigena y S. stenotomum); amargas (Solanum juzepczukii y S. curtilobum y S.
ajanhuiri y especies Silvestres) (Cahuana & Arcos, 2002).

1.2. Papas nativas

Se las conoce como nativas porque tienen origen en los andes, a 3500 m.s.n.m (FAO,
2008). En el Peru se conocen mas de 4000 especies de papas cultivadas (amargas y
dulces), dentro de las especies cultivadas se encuentra las variedades nativas (MINAGRI,
2017). Huaman (1983) citado por Cahuana & Arcos (2002) mencionan que las papas
nativas fueron constituidas de forma natural, a partir de especies silvestres diploides y la
diversa polinizacion, la propagacion de los tubéerculos en forma vegetativa, la seleccion

humana y natural, hizo posible que se perpetuaran las variedades actuales (FAO, 2008).

Por el contenido de glicoalcaloides (solanina, chaconina y levels) Cahuana & Arcos

(2002) clasificaron a las papas nativas en dulces (menor a 20mg de glicoalcaloides en



100g de peso fresco de papas) y amargas (mayor a 20mg de glicoalcaloides en 100g de
peso fresco de papas) cultivadas en regiones de condiciones mas frias, como Puno,
Huancavelica, Junin, ejemplo el hibrido de la primera generacién Solanum juzepczukii
(3X) es tolerante a las heladas, pero susceptibles a la verruga de la papa (Synchytrium
endobioticum) y a sequias, Solanum curtilobum hibrido de segunda generacién, tambien

susceptible a la verruga de la papa.

1.3. Ploidia

La Ploidia viene a ser el nimero de juegos de los cromosomas, ejemplo diploide significa
que tiene dos pares de cromosomas n de la madre (cromosomas sexuales femenino) y n
del padre (cromosoma sexual masculino) (Calcaterra, 2005), Tirado et al., (2018)
menciona que la papa es una especie poliploide (2x, 3x, 4x, 5x) con n=12, 2n es los juegos
cromosoémicos de la célula somatica; ambos cromosomas homologos, estos cromosomas
tienen informacion para los mismos genes, comparten la ubicacion del locus, con
secuencias de bases nitrogenadas diferentes, llegandose a expresar los genes dominantes.
(Candn, 2012). Sanchez (2017) menciona que no existe relacion alguna entre el namero
de cromosomas y la complejidad evolutiva, tampoco entre los niUmeros de cromosomas y
la cantidad de ADN.

El nimero de cromosomas y el nivel de Ploidia son importantes, para estudiar especies y
caracterizar germoplasmas y aclarar el origen de los nuevos hibridos y variedades
cultivadas (Cafion, 2012). Para estimar el nimero de cromosomas existe métodos directos
e indirectos (cantidad de ADN, observacion de cromosomas bajo el microscopio)
(Valladolid et al., 2014). Por su parte Sanchez (2017) menciona gque también existe otras
metodologias, como el conteo de cloroplastos en las células estomaticas, estas muestras

se analizan en microscopio con un aumento de 10x y 40x.

1.4. Acido desoxirribonucleico, ADN

Acido desoxirribonucleico 0 ADN, es el material que contiene los cédigos o informacién
de herencia “genes” (Sanchez, 2017), la mayor parte del ADN es nuclear y poca cantidad
en las mitocondrias (Calcaterra, 2005), el ADN estd compuesta por 4 bases nitrogenadas:
adenina (A), guanina (G), timina (T) y citocina (C), emparejandose Acon Ty Ccon Gy
viceversa, estructuralmente cada base esta unida a una molécula de azlcar y un grupo

fosfato; juntas llamadas nucledtido; estos nucleotidos estan distribuidos en una cadena de
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doble hélice antiparalela, una propiedad importante del ADN es la replicacion (Cafidn,
2012).

Figura 1.1
Modelo estructural del ADN.

Sugar phosphate
backbone

Fuente: Cafion (2012)

1.41. Gen

A partir de las hipdtesis de Mendel, se plante6 la existencia de factores hereditables,
posteriormente conocidas como genes, que se encuentran a lo largo de todo el genoma
(Cafibn, 2012). En 1953 Watson y Crick propusieron que el ADN es una hélice de doble
cadena de desoxirribonucleicos (Calcaterra, 2005). El gen es la unidad fisica y funcional
de la herencia; los genes son secuencias de nucleotidos agrupados, en términos generales
es ADN, algunos genes forman proteinas y otros no (Calcaterra, 2005). La genética dio
un paso importante con el proyecto del genoma humano, (Kornblihtt, 2015), todos los
seres vivos estan compuestos por células, la informacion genética esta contenida en el
ADN (nuclear, mitocondrial y ribosomal). El conjunto de genes de todo el organismo se

llama genoma (Cafién, 2012).

1.4.2. Gen Sen2

El gen Sen2 se encuentra ubicado en un locus distinto de Senl (gen comun de resistencia
a verruga de la papa), Plich et al. (2018) identifico el gen Sen2 en el cromosoma X1 de la
papa usando marcadores DArTseq, este gen confiere resistencia de amplio espectro contra
8 patotipos de Synchytrium endobioticum: 1(D1), 2(G1), 6(01), 8(F1), 18(T1), 2(Ch1l),



3(M1) y 39(P1), distribuidos ampliamente en Europa y en Canada los patotipos 6(01),
1(D1) y 2(G1) (Andersen et al., 2021), como se muestra en el cuadro siguiente.

Tabla 1.1
Patotipos identificados de Synchytrium endobioticum en Europa.
Patotipo Aislamiento Pais
1(D1) #1/2017/D1 Alemania
2(Gl1) #4/2005/G1 Alemania
2(Chl) #2/2005/Chl Polonia
3(M1) #2/2005/M1 Polonia
6(01) #1/2007/01 Alemania
8(F1) #3/2005/F1 Paises bajos
18(T1) #27/2009/T1 Alemania
39(P1) #PL69/2009 Polonia

Fuente: Plich et al. 2018.

1.5. Synchytrium endobioticum

Obidiegwu et al. (2014) afirma que la verruga de la papa es actualmente el patdégeno
cuarentenario mas importante del mundo donde se cultiva papa, causada por el hongo
biotréfico obligado (quitrido) Synchytrium endobioticum (van de Vossenberg et al.,
2022a). Plich et al. (2018) analizé la resistencia de 176 clones de papa con el método
Glynne-Lemmerzahl modificado, demostrando que el gen Sen2 es un gen mayor que

confiere resistencia contra 8 patotipos de Synchytrium endobioticum.

S. endobioticum, como se muestra en la Figura 1.2 se caracteriza por presentar zoosporas
(esporas flageladas) mdviles y ausencia de hifas, las esporas en reposo funcionan como

prosoro (una vesicula en la que se forman los esporangios) (van de Vossenberg et al.,
2022D).



Figura 1.2

Ciclo de vida de Synchytrium endobioticum.

£

[ Haplcic phase

Fuente: Van de Vossenberg et al. 2022.

El ciclo de vida largo de S. endobioticum se basa en las observaciones de Curtis (1921) y
Kole (1965). I, esporas en reposo = prosoro; Il, germinacién de esporas en reposo y

liberacion de soros; 111, liberacion de zoosporas; 1V, enquistamiento; V, penetracion de

la pared celular huésped; VI, desarrollo de talo o prosoro fungico; VII, esporangio con

multiples zoosporangios: espora de verano; V11, ruptura de la célula huésped y liberacién

de zoosporangios; IX, liberacion de zoosporas de soros; X, plasmogamia: fusion de

isogametos; Xl, cariogamia: cigoto (sensu Curtis); XII, enquistamiento e infeccion del

huésped por cigoto; y XIII, desarrollo de esporas en reposo (van de VVossenberg et al.,

2022).
Figura 1.3

Distribucion mundial de S. endobioticum.
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1.5.1. Taxonomia Synchytrium endobioticum

En 2018, van de Vossenberg et al., secuenciaron el ADNr 18S de Synchytrium
endobioticum, donde realizaron un estudio genomico y filogenético de maxima
verosimilitud de 47 aislamientos fungicos basada en una alineacion de 54 485
aminoacidos extraidos de 192 genes. Transfieren a S. endobioticum a la familia
Synchitriaceae del orden Synchytriales, perteneciente a la clase Chytridiomycetes que se
encuentra en la division Chytridiomycota del reino de los Hongos (van de VVossenberg et
al., 2019, 2024)

1.5.2. Epidemiologia

La distribucion de la enfermedad verrugosa empez6 en la zona andina (Per( - Bolivia)
(van de Vossenberg et al., 2024). Debido a la falta de alimentos en Europa a causa de la
guerra (anglo-afgana) que se vivia en esa época, se llevd papas infectadas con el inoculo,
posteriormente desarrollandose y adaptandose (Mufioz, 2024; van de VVossenberg et al.,
2019). En 1887 Schilberszky recibid una muestra de tubérculos con verruga provenientes
de la Republica de Eslovenia, ya en 1896 se reportd la enfermedad a nivel mundial
(América latina, Europa, Norte América, Asia, Africa y Oceania) como patdgeno
cuarentenario, para eso ya se habia trasladado tubérculos infectados por todo el mundo
(Obidiegwu et al., 2014. Van de Vossenberg et al., 2022).

Actualmente esté registrado en la lista de plagas cuarentenarias A2 de la EPPO, no existe
control quimico que no deje infértil un suelo, el principal contaminante agricola es el
suelo y la semilla, no existe reportes cientificos en el Perd, solo reportes por el INIA en
2017 donde menciona variedades resistentes, basandose en la expresion fenotipica
(Cahuana & Arcos, 2002).

En el Pert y la region Ayacucho, la enfermedad prospera en zonas frias en temperaturas
de 12-24°C, con variaciones de pH entre 3.9 — 9.5 (Torres, 2002). Los 6rganos afectados
son los ojos, los brotes, las hojas y las inflorescencias; sin embargo, la raiz parece
presentar inmunidad (Van de Vossenberg et al., 2022). El hongo infecta las celulas
meristematicas de la planta de papa, para ello debe haber una pelicula de agua, por donde
se movera la zoospora para infectar la célula, causando hipertrofia e hiperplasia celular
(Van de Vossenberg et al., 2022 y Torres, 2002).



1.6. Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR punto final

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccion enzimética que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de ADN (generalmente regiones
codificantes), durante varios ciclos, usando a la enzima ADN polimerasa como
sintetizador del ADN (Tamay de Dios et al., 2013).

Los elementos importantes en la reaccion son: ADN molde, la enzima polimerasa, los
oligo - nucleédtidos o primers (Forward y Reverse), los desoxirribonucledtidos trifos-
fatados (dNTPs: A, T, G y C) el ion magnesio (CIMg+), una solucién amortiguadora o
buffer y agua libre de nucleasas o0 NFW. Preparando asi un mix de PCR, para realizar el
segundo paso, Crear el perfil térmico, con las 3 etapas principales: desnaturalizacion,
hibridacion y extension; el producto final del PCR, los amplicones son visualizados a

través de una electroforesis en geles de agarosa (Tamay de Dios et al., 2013).

1.6.1. Electroforesis

Los amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa, la
electroforesis consiste en la separacion de moléculas grandes de &cidos nucleicos a traves
de una matriz solida conocida como gel de agarosa o poliacrilamida, que funciona como
filtro para separar moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamafio y carga,
ejemplo 1% poros del gel de agarosa grandes, 2% poros mas pequefios, esta separacion
se hace en TBE o TAE, al gel se le agrega bromuro de etidio, el cual es una molécula
capaz de unirse a la doble cadena del ADN, cuando se expone el gel a UV, el bromuro se
excita y emite sefial, el cual permite visualizar amplicones en forma de banda (Fierro,
2019 y Tamay de Dios et al., 2013).

1.7. PCR tiempo real (QPCR)

Una forma reciente para detectar y cuantificar el ADN es el PCR en tiempo real, El
término en tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos implicados sucede
en cada ciclo de la reaccion, y también cuantifica la cantidad de ADN de la muestra (van
de Vossenberg et al., 2022), el producto del amplicon es monitoreada conforme transcurre
la reaccion PCR en tiempo real, los reactivos son los mismos utilizados en la PCR punto
final, s6lo que los elementos de la reaccidn vienen juntos en un master mix, el agua es
proporcionada por separado y también es libre de nucleasas (Tamay de Dios et al., 2013).

Los primers deben ser disefiados especialmente para garantizar una alta especificidad y
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para que generen amplicones de un tamafo que oscile entre 100-150 pb; si éstos son mas
grandes, la eficiencia de la reaccion disminuye considerablemente, por ello se recomienda
disefiar los primers para evitar estos problemas. En este PCR se usan sistemas basados en
fluorescencia, que es emitida y capturada en la etapa de extension, el reportero mas usado
es el SYBR Green, aunque tiene errores, por ello diversos laboratorios realizan una curva

de meting o curva de disociacion (Tamay de Dios et al., 2013).

Figura 1.4
Curva de amplificacion PCR tiempo real (QPCR).
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Fuente: Tamay de Dios et al. (2013)

1.8. Componentes de rendimiento

Huaman (1998) citado por Misarayme (2018) y Mufioz (2024) evaluaron 5 parametros
cuantitativos de rendimiento, altura de planta, nimero de tallos por planta, nimero de
tubérculos por planta, didmetro de follaje y peso de tubérculos/mata, ya que estos

parametros se demostraron que tienen influencia en el rendimiento.

1.9. Medioambiente (A)
El factor ambiental (A) es determinante para el cultivo de papa y todo el entorno biético,
ya que hay influencia en diversos factores, como la intensidad de luz, las horas luz, las

horas frio, las variedades tienen exigencias propias (Misarayme, 2018).
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El medio ambiente mas el genotipo interactdan para que se exprese el fenotipo (F) de los
seres vivos, por ejemplo, una accesion de papa nativa que tiene genes para que sea de
pulpa arenoso, lo expresa mejor a 3500 m.s.n.m, que la misma accesion sembrada a menor
altura 2700m.s.n.m, aungue sus caracteristicas externas sean iguales, debido al efecto
ambiental (Remdn & Pefia, 2018).

1.10. Fenotipo (F)
Al conjunto de informacién genética de un individuo se le conoce como genotipo (G),
cuando éste interacciona con el medio ambiente, expresara caracteristicas peculiares

observables, conocida como fenotipo (Kornblihtt, 2015).

La relacion GXA, analiza el comportamiento relativo diferencial que exhiben los
genotipos cuando se les somete a diferentes ambientes. Por tanto, los cambios que surgen
en el ordenamiento de los cultivares al cambiar de un ambiente a otro indican la presencia
de GXA'y la ausencia de estabilidad para el caracter en cuestion, como resultado de estos
cambios un genotipo es capaz de producir varios fenotipos y reducir la correlacién entre

genotipo y fenotipo (Colunche, 2014 y Tirado et al., 2018).

1.11. Antecedentes relacionados al analisis molecular para el gen Sen2

Los trabajos base para la identificacion de genes resistentes a la verruga de la papa, inicio
con Hehl et al. (1999) donde estudié el vinculo que habia en un homologo del gen N de
resistencia a TMV en el tabaco frente a la resistencia a Synchytrium endobioticum. En la
investigacion identificaron que el gen Senl se localizaba en el cromosoma Xl de la papa
y estaba localizada en una region gendmica que esta relacionado con el segmento del
genoma del tabaco que alberga el gen N. Brugmans et al. (2006) desarrollé un mapa de
ligamiento para ubicar un gen de resistencia a la enfermedad de las verrugas, utilizé los
marcadores AFLP, identificando el locus en el brazo largo del cromosoma 4, y se llamé
Sen 1-4 en contraste con el gen Senl del cromosoma 11. Przetakiewickz (2015), realiz
una investigacion en un campo infectado 43 afios después del registro del patégeno (no
se cultivo papa durante ese periodo), alli identificaron que los esporangios se encontraban
viables, realizaron una prueba de Potoc¢ek para probar la infectividad. En este estudio
realizado en Polonia se identifico 2 patotipos virulentos 1(D1) y 3(M1), el primero el méas
distribuido en Europa, y el ultimo local. En 2018 Plich et al., identificaron el gen Sen2,

situado en el cromosoma XI, pero en un locus distinto del Senl. Sen2 proporciona
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resistencia de amplio espectro contra ocho patotipos de verrugas reportadas por la EPPO
(2017). Plich et al. (2018), en sus resultados encontr6 que el clon parental DG 97-264 era
extremadamente resistente a S. endobioticum. Usaron marcadores DArTseq para ubicar
el gen Sen2. Yan et al. (2022) en su investigacion llamada “Integrative Analysis of Genes
Involved in the Global Response to Potato Wart Formation”, realizd un estudio
transcriptomico para realizar un analisis integrativo de genes involucrados con
Synchytrium endobioticum detectando 5052 genes expresados diferencialmente (DEG) y
combind con redes de coexpresion genética (GCN), citando a Plich et al. (2018) como

pioneros en la mejora genética y respuestas frente al Synchytrium endobioticum.

1.11.1 Extraccion de ADN de papa

Para la extraccion del ADN, Plich et al. (2018), utilizé el kit GenElute Plant Genomic
DNA Miniprep (Sigma-Aldrich, Alemania), para ello congel6 hojas con N liquido.
Tambien usada por Rogozina et al. (2019) y Obidiegwu et al. (2014).

Gabriel et al. (2016) uso el protocolo CTAB2X, donde colecto foliolos tiernos y sanos,
refrigeré a -20°C, luego fueron molidas en N liquido (-195°C), usando 100mg para la
extraccion de ADN gendmico.

1.11.2. Marcadores moleculares para el gen Sen2

Para encontrar los marcadores de PCR, Plich et al. (2018), usaron marcadores DArTseq,
cercanos al locus de resistencia Sen2: 12461274ch11, usaron la secuencia del genoma de
la papa de referencia, DM1-3(v.4.03) reportada por Xu et al., (2011). los cebadores de
PCR se disefiaron usando el programa Primer3, usando el marcador BCH como control
positivo. El volumen de reaccién fue de 20pL. Encontr6 en 80 individuos, los marcadores
5450 _3; 2502_1y 2502_3 resistentes a 8 patotipos, para el gen Senl se usé marcadores
NL25 (Obidiegwu et al., 2014).
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1.11.3. Los cebadores (primer)

Tabla 2.2

Lista de primers para identificar el gen Sen2.

Name of the isaree irgucade

Sarker Segurnir and position in fhe DAL1-3 TVMC) t:ﬂl e Erfrreniei
vel.0 referemes pensam e {Bpl i
MIZE ¥ TATTUTTAATOOTTACTOOCTC PCHSO OO E OB O] R 2 a -
MIZE R AGAOTCOT T T TADCOACTOD kel IR TN I R08 1 B4 % - D400 Crabhardt o all. 2004
PSSO EDECHIDGD] 68 TR
MIZTF TAGAGAGCATTAAGAAGETGE chrl 11340352, 1347110 on i I
NIFT R TITTOCCTACTOCCOOCATO POSCH00ID0M04 000008 ED L ~ 1200 Dl swwvals ot ul. 2001
chri 01 133040, 11188558
1351 3F  TOGAGAAACCATCCAATICC 1244332 1kl 1 ) )
1251 3R  GACOAAGGOGTGTCTCTTOA chrl 133854437 33684554 = F00 This mely
50 1F GUAGAGTTTCCACTGOTTON THEI174:k11 —_— )
IR TGATTCGAAATTCAACCACTATG chrl 133039625 35055683 = < Tt wady
3508 AF  CCAACTOCACAACTITITOCT 13460274kl )
IR CCAACTOATTOOAAATTCAAL ched 133039625, 35055603 “ 0 This sady
. T 312406 1ch 1
BB0AF  ATGATCATTOATGOCAGCAG nicall
=L = ik Efit i = char L1 34804172, B4ERd 140 o L ] =I5 Thus séudy
B0 AF  GGUCATTTTOOAGCATAAAA prbHe i L ek
! . . 5oy " POSCOEIDNIOS000 3 1334 ig =404 Thiz péody
MM AR GGOOCCACCAATAAARAGAT e g
CLE0 1F  TTTGAAGCOAAGTOAGOTOD ROCOMMLRIZTY . . —
CLB0 VR AAGACTTTCOGTGCCATOTO el | 13559421435 5 5B46E whody
BCHF CATGACATAGTTITGAATTITOAGTC  POSCOM0IDAMG40MLILES _—
BCHE COTTTOOCOCTGCCOTAAGTT ch03: 439361 5843038505 Mol oo Mslczarek of ul. 2012

Fuente: Plich et al. (2018)

1.11.4. Reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para el gen Sen2

Plich et al. (2018) usaron un PCR para el gen Sen2 que contenia en un volumen de
reaccion de 20uL de mix con: 0,06 U/ ul de ADN polimerasa DreamTaq (Thermo
Scientific), 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl 2 , cebadores (1-2 pl de 10 uM
solucion), ADN molde (1 ng/ul), agua (hasta 20 pl)) con el uso del programa
termociclador: 93 °C—3 min., 35 x (93 °C—2 min, 58 0 60 °C— 45 s, 72 °C-1,5 min),
72 °C-10 min) protocolo usado tambien por Rogozina et al. (2019) y Van de VVossenberg
et al. (2022).

1.11.5. Electroforesis para el gen Sen2

En los resultados, Plich et al. (2018) prepar6 un gel de agarosa al 1-2% tefiido con
bromuro de etidio. En el estudio realizado, identificé al clon resistente DG 97-264, el cual
es un hibrido complejo de las especies (S. tuberosum, S. chacoense, S. yungasense,

S.gourlayi, S. acaule, S. demis sum, S. verrucosum, S. microdontum, S.phureja.).

1.12. Antecedentes de Componentes de rendimiento de papas
En la tesis nombrada Evaluacion morfoldgica y rendimiento de diez accesiones de papa
nativa (Solanum spp), a 4300 m.s.n.m. Vinchos — Ayacucho — 2016, Misarayme (2018)

evalud 4 parametros cuantitativos en la papa (altura de planta, numero de tallos por planta,
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diametro de follaje y numero de tubérculos por planta). Por su parte Martin & Jeréz,
(1979) en su investigacion llamada Performance evaluation of potato (Solanum
tuberosum L.) Behavior AS temperaturas, evaluaron el componente de rendimiento por
planta 0 mata en kg/ha. estos parametros para la evaluacion de papas nativas en Puno y
Junin tambien fueron usados por el MINAGRI (2017), Mufioz, (2024) en su investigacion
Ilamada caracterizacién y seleccion molecular de papas nativas (Solanum spp.) con genes

para resistencia a Phytophthora infestans, tambien evalué 5 pardmetros de rendimiento.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. Lugar del experimento
2.1.1. Ubicacion politica

Departamento : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

2.1.2. Ubicacion geografica

1° etapa: Ndcleo de investigacion y Produccion de la Universidad de Huamanga

(NIPUH)

Latitud :13°09°19°S
Longitud : 74°13°08W™°
Altitud : 2756 m.s.n.m

2° Etapa: Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal (LGBV) de la Escuela
Profesional de Agronomia de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga

(UNSCH).
Latitud :13°08743°S
Longitud : 74°13"18W™

Altitud 12788 m.s.n.m



Figura 2.1

Mapa de ubicacion politica y ubicacion satelital del drea experimental “NIPUH .

@ ~

Fuente: Google Earth

En el NIPUH, se instal6 del germoplasma de papas nativas (1ra etapa), con una tecnologia
estandar, produccion convencional en condiciones de campo, se obtuvo material

bioldgico y se evalu6 parametros de rendimiento.

La segunda etapa se realiz6 en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal
(LGBV) de la Escuela Profesional de Agronomia (EPA) de la UNSCH, se hizo una
colecta de material genético (hojas tiernas) para extraccién de ADN, se compré primers
(5450_3; 2502_1; 2502_3; NL25) especificos para genes de resistencia a Synchytrium
endobioticum, con estos marcadores moleculares se procedid a estandarizar el PCR
convencional (con gradiente de temperatura) y por PCR tiempo real (JPCR), para el gen

Sen2 resistente a Synchytrium endobioticum.

2.2. Antecedentes del terreno
El terreno designado para instalar el germoplasma de papa, descanso durante 2 afos,
estuvo sembrado con alfalfa, capa arable de 20 — 50cm y tiene una pendiente de 5%;

anteriormente se cultivo papa, para obtencién de semilla basica hace 10 afios.
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2.3. Condiciones climaticas

Los datos meteoroldgicos que reporta la Estacion Meteorologica INIA-Canaan
(Ayacucho) en la camparia 2023-2024, estos datos se emplearon para el célculo del
balance hidrico, que se muestran en la Tabla 2.3 y Figura 2.1. Durante el periodo
sefialado, la cantidad total de precipitacion alcanz6 los 493.5 mm, mientras que las
temperaturas maxima, minima y media anuales fueron de 27.7 °C, 6.1 °C y 17.2 °C,
respectivamente. Segun el balance hidrico, se identificaron condiciones de humedad
durante los meses de diciembre, enero, febrero y marzo del 2024, mientras que se registro

un déficit de humedad en los meses de abril hasta noviembre del 2023.
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Tabla 2.1

Temperatura maxima, minima, media, precipitacion y balance hidrico correspondiente a la campafia agricola 2023-2024 de la Estacién Meteorologica INIA

(SENAMHI)-Ayacucho.

Distrito : Ayacucho Altitud : 2735 msnm
Provincia : Huamanga Latitud :13°10°0.06”
Departamento . Ayacucho Longitud 1 74°12°22.92”°
ANO 2023 2024

MESES JUL AGO SET OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN
T° Méxima (°C) 24.8 25.4 26.5 27.7 27.5 24.8 23.6 23.2 23.2 24.8 25.6 24.6
T° Minima (°C) 6.7 8 9.9 10.5 10.9 11.4 11.3 11.1 10.5 8.2 6.5 6.1
T° Media (°C) 15.8 16.7 18.2 19.1 19.2 18.1 17.5 17.2 16.9 16.5 16.1 15.4
Factor 4.96 4.96 4.8 4.96 4.8 4.96 4.96 4.48 4.96 4.8 4.96 4.8
ETP (mm) 78.1 82.8 87.4 94.7 92.2 89.8 86.6 76.8 83.6 79.2 79.6 73.7
Precipitacion (mm) 1.1 7.4 13.3 0.9 29.7 73 107.6 97.3 120.5 37.2 1.7 3.8
ETP Ajus. (mm) 40.6 43.1 454 49.3 47.9 46.7 45 40 43.5 41.2 41.4 38.3
H del suelo (mm) -39.5 -35.7 -32.1 -48.4 -18.2 26.3 62.6 57.3 77 -4 -39.7 -34.5
Déficit (mm) -39.5 -35.7 -32.1 -48.4 -18.2 -4 -39.7 -34.5
Exceso(mm) 26.3 62.6 57.3 77
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Figura 2.2

Temperatura maxima, minima, media y balance hidrico correspondiente a la campafia agricola 2023-2024 de la Estacion Meteoroldgica de INIA (SENAMHI)
— Ayacucho.
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2.4. Analisis fisico y quimico del suelo

Para determinar las caracteristicas fisico quimico de la parcela experimental, se realizo
analisis edéafico en el Laboratorio de suelos, planta, agua y fertilizantes del programa de
investigacion en Pastos y Ganaderia de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga.

Se tomO muestras de suelo mediante el método convencional en zig zag, a una
profundidad de 15 cm. Posteriormente, las muestras fueron combinadas y divididas en 4
partes iguales para obtener una muestra homogénea de un kilogramo (kg). El resultado se
muestra en la tabla 2.2. Caracterizando al suelo como franco arenoso, ligeramente salino
con bajo % M.O.

Tabla 2.2
Analisis de suelos de la parcela experimental ubicada en el Ndcleo de Investigacion y Produccion

de la universidad de Huamanga (NIPUH).

Descripcién  Variables Unidad Interpretacién

pH 8.32 moderadamente alcalino
C.E. 0.66 dS/m muy ligeramente salino
CaCO; 0.5 % bajo

MO 0.99 % muy bajo

P 14.4 ppm Medio

K 174.6 ppm Alto

ClCe 22.8 Cmol(+)/kg Medio

Nt 0.05 % bajo

Textura Fr.Ar Franco arenoso

Cationes cambiables

Ca™ 6.72 Cmol(+)/kg Medio
Mg* 4.88 Cmol(+)/kg Alto
K* 0.9 Cmol(+)/kg Alto
Na* 0.74 Cmol(+)/kg Muy alto

2.5. Materiales
2.5.1. Material bioldgico
Estuvo conformado por 64 accesiones de papas (60 nativas, 3 mejoradas “Yungay,

Canchan y Mariva” y 1 silvestre “Atuqpa papan”), del banco de germoplasma del
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Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal (LGBV - UNSCH). Los datos pasaporte

se muestran en la Tabla 2.3. Las accesiones fueron lavadas, desinfectadas y almacenadas,

hasta alcanzar la longitud de brote dptimas para ser sembradas en las parcelas.

Tabla 2.3

Datos de entrada de las colecciones de papa nativa del Laboratorio de genética y biotecnologia

vegetal - UNSCH.

DATOS DE ENTRADA

N* DE ENTRADA Nombre Mombre centfice Fgft?;:e Nombre del donante N°del Tipo de

Genero  Especie pogificacion donante mantencion
UNSCHLGBV60405SPP001-21 Carrasco Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP002-21Peruanita Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP003-21 Palta mindez Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP004-21Lenguas Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP005-21 Duraznillo Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP006-21 Huantina Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP007-21 Yuraq winchina ~ Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP008-21Qellu runtus Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP009-21 Allga carrasco Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP010-21Ruyaq suytu Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP011-21PN4 Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP012-21PN1 Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP013-21 Ruyru mindez Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP014-21Moro panchaela ~ Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP015-21Puka sawinto 1 Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP016-21 Mariva Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP017-21Yana carrasco Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP018-21PN2 Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP019-21Ruyru ritipa sisan  Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP020-21 Chaulina Solanum  spp. 211112 Felipe Mufioz Tineo 1 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP021-21 Huamampa uman  Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP022-21Puka huayru Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP023-21 Ritipa sisan Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP024-21Pifiacha Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP025-21 Cuchi pelo Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP026-21Wiara pasfia mor.  Solanum  spp. 211112 Feria Local 2 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP027-21Puka turnillo Solanum  spp. 211112 Silverio Dipaz Vega 3 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP028-21Sangre de cristo  Solanum  spp. 211112 Silverio Dipaz Vega 3 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP029-21Wincuello Solanum  spp. 211112 Silverio Dipaz Vega 3 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP030-21 Atugpa papan Solanum  spp. 211112 Silvestre 4 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP031-21Uru pufiochi Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP032-21 Amarilla larga Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP033-21PN5 Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP034-21Sangre de toro Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP035-21 Sangre de toro Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP036-21Peruanita larga Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
UNSCHLGBV60405SPP037-21Camotillo Solanum  spp. 211112 Juan Mufioz Dipaz 5 Vegetativa
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UNSCHLGBV60405SPP038-21Yuraq wirapasfia

UNSCHLGBV60405SPP039-21 Yana llunchuy w.

UNSCHLGBV60405SPP040-21Puka carrasco
UNSCHLGBV60405SPP041-21kunkantullu
UNSCHLGBV60405SPP042-21 L engua de vaca
UNSCHLGBV60405SPP043-21PN6
UNSCHLGBV60405SPP044-21 Huamam uman 2
UNSCHLGBV60405SPP045-21Blanca andina
UNSCHLGBV60405SPP046-21 Tumbay
UNSCHLGBV60405SPP047-21PN9
UNSCHLGBV60405SPP048-21Taragallo
UNSCHLGBV60405SPP049-21Puka sawinto 2
UNSCHLGBV60405SPP050-21 Chanchamayina
UNSCHLGBV60405SPP051-21 Chiqchi wiksa
UNSCHLGBV60405SPP052-21 Huevo del indio
UNSCHLGBV60405SPP053-21PN7
UNSCHLGBV60405SPP054-21 Yana wairu
UNSCHLGBV60405SPP055-21PN8
UNSCHLGBV60405SPP056-21 Corazén de cuy
UNSCHLGBV60405SPP057-21Qachirva
UNSCHLGBV60405SPP058-21Papa fuerte
UNSCHLGBV60405SPP059-21PN3
UNSCHLGBV60405SPP060-21Puca fiawi
UNSCHLGBV60405SPP061-21Qori sunqu
UNSCHLGBV60405SPP062-21Qellgay wiksa
UNSCHLGBV60405SPP063-21Yungay
UNSCHLGBV60405SPP064-21Canchan

Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum
Solanum

Solanum

spp.
Spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.
spp.

211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112
211112

Guillermo Pillaca
Guillermo Pillaca
Guillermo Pillaca
Guillermo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
Maria Tineo Pillaca
José Avalos Pillaca
José Avalos Pillaca
José Avalos Pillaca
José Avalos Pillaca
José Avalos Pillaca
Goyo Dipaz Mufioz
Goyo Dipaz Mufioz
Goyo Dipaz Mufioz

Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa

Vegetativa

2.5.2. Tratamientos

En la Tabla 2.4. se presenta los 64 tratamientos y el nivel de ploidia simbolizados desde

T1 hasta T64.
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Tabla 2.4
Lista de 64 tratamientos de papas nativas del banco de Germoplasma del Laboratorio de

Genética Biotecnologia vegetal de la UNSCH, Ayacucho. Tratamientos y nivel de ploidia.

Accesion Ploidia Accesion Ploidia
T1 Carrasco 4x T33 PN5 4x
T2 Peruanita 2X T34 Sangre de toro macho 3x
T3 Palta mindez 5x T35 Sangre de toro 4x
T4 Lenguas 4x T36 Peruanita larga 4x
T5 Duraznillo 4x T37 Camotillo 3x
T6 Huantina 3x T38 Yuraqg wirapasfia 3x
T7 Yurag winchina 2X T39 Yana llunchuy wagachi 3x
T8 Quellu runtus 3X T40 Puka carrasco 2X
T9 Allga carrasco 4x T41 Kunkantullu 4x
T10 Ruyaq suytu 3X T42 Lengua de vaca 4x
T11 PN4 3X T43 PNG6 3x
T12 PN1 3X T44 Huamanpa uman 2 5X
T13 Ruyru mindez 4x T45 Blanca andina 3X
T14 Moro panchaela 3x T46 Tumbay 4x
T15 Puka sawinto 4x T47 PN9 3x
T16 Mariva 4x T48 Taragallo 2X
T17 Yana carrasco 5x T49 Puka sawinto 2 4x
T18 PN2 4x T50 Chanchamayina 4x
T19 Ruyru ritipa sisan 3X T51 Chiqui wiksa 3x
T20 Chaulina 3x T52 Huevo de indio 3x
T21 Huamampa uman 2X T53 PN7 5X
T22 Puka huayru 3X T54 Yana wairu 2X
T23 Ritipa sisan 3X T55 PN8 2X
T24 Pifiacha 3x T56 Coraz6n de cuy 4x
T25 Cuchi pelo 4x T57 Qachirva 4x
T26 Wiara pasfia morado 5x T58 papa fuerte 4x
T27 Puka turnillo 3x T59 PN3 3x
T28 Sangre de cristo 2X T60 Puca flawi 2X
T29 Wincuello 2X T61 Qori sunqu 2X
T30 Atugpa papan 3X T62 Qellgay wiksa 3X
T31 Uru pufiochi 4x T63 Yungay 4x
T32 Amarilla larga 2X T64 Canchan 4x

Nota: PN= papa nativa sin nombre identificado.

2.6. Disefo experimental
El disefio experimental utilizado para la evaluacion de componentes de rendimiento de
64 tratamientos (papas nativas) fue latice simple 8x8 con dos repeticiones o dos bloques,

cuyo modelo aditivo lineal es:
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Yijk = p+ Ti + Bj + Sk + eeijk
Donde:
Yijk : Rendimiento del i-ésimo tratamiento en la j-ésimo repeticion, del k-ésimo bloque
incompleto.
pn : Esel promedio de las unidades experimentales
Ti :Eselefecto del i-ésimo tratamiento
Bj  :Eselefecto del j-ésimo bloque o repeticion
Sk : Es el k-ésimo blogue incompleto
eeijk : Es el error experimental del i-ésimo tratamiento, en la j-ésima repeticion, del k-ésimo

bloque incompleto.

i :varia de 1,2,3,...,t (subindice de variacion de tratamientos)
j : varia de 1,2,3,...,r (subindice de variacion de bloques o repeticiones)
k : nimero de bloques incompletos

Los tratamientos fueron distribuidos mediante doble randomizacién segun el siguiente

esquema de la figura 2.3:

Figura 2.3
Distribucidn de los 64 tratamientos de papas nativas en dos bloques con un disefio latice 8x8.
BLOQUE I
1 2 3 4 5 [3 7 §

1 TOl | Toz | TO3 | To4 | TOS | TO6 | TO7 | TOS
2 TOS | T10 | T11 | Tlz | T13 | T14 | T15 | T16
3 T17 | T8 | T1# | T20 21 | T2z | T23 | T24

4| T25 | T26 | T27 | T28 | T29 | T30 | T31 | T32
5 T33 T34 T35 T36 T37 T38 T39 T40
] T4l | T4z | T43 | T44 | T45 | T46 | T47 | T48
7 T49 | T50 | T51 | Ts52 | T53 | T4 | T35 | 136
E: T57 | I58 | T59 | T60 | Tel | Tez | 163 | T64

BLOQUE I
1 2 3 4 5 4 7 B

1 TOl | T09 | T17 | T25 | T33 | T4l | T49 | T57
2 TOZ | T10 | T18 | T26 | T34 | T4z | T50 | T8
3 TO3 | T11 | T19 | T27 | T35 | T43 | T51 | T59
4 TO4 | T12 | T20 | T28 | T36 | Td44 | T52 | T60
5 TO5 | T13 | T21 | T29 | T37 | T45 | T53 | T6l
] TO6 | T14 | T22 | T30 | T38 | T46 | T34 | Té62
7 TO7 T15 T23 T31 T39 T47 T35 T&3
E: TOE | T16 | T24 | T32 | T40 | T48 | T56 | T64
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2.7. Unidades experimentales
La unidad experimental es una parcela que se muestra en la figura 2.4 cuyas dimensiones

se presentan en la tabla 2.5:

Figura 2.4

Dimensiones de cada unidad experimental en el disefio latice simple 8x8.

L Bloque T ] [ Elogque I |
_‘,L
20m
r4
* » H L_l
2.0 20m b
LE 2.4m o

Tabla 2.5
Caracteristicas dimensionales de las parcelas experimentales ubicadas en Pampa del Arco,
NIPUH.

Descripcion Unidad Medida
Ancho de UE m 2.40
Largo de UE m 2.40
Area de UE m? 5.40
Largo del bloque m 20
Area de cada bloque m? 400.00
Ancho de bloque m 20.0
Distancia entre golpes m 0.40
Numero de surcos por parcela unidades 3.00
Distancia entre surcos m 0.80
Numero de tubérculos por UE unidades 15.0
Numero de tubérculos/surco unidades 5.0

2.8. Andlisis estadistico
Para el procesamiento de datos de los caracteres cuantitativos se realizo el analisis de
varianza ANOVA (p<0.05), prueba de contraste de medias por Diferencia minima

significativa (DLS) y correlacién de componentes principales empleando el programa
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Rstudio version 4.4.0, se uso el paquete estadistico agricolae (Statistical Procedures for
agricultural Research version 1.3-7) y paquetes del sistema base(The Rbase package
4.4.0), datasets (The R Datasets package 4.4.0), graphics (The R Graphics package 4.4.0),
grDevices (The R Graphics Devices and support for colours and fronts 4.4.0), methods
(Formal Methods and Classes 4.4.0), stats (The R Stats packag 4.4.0) y utils (The R Utils
Package 4.4.0).

2.9 Instalacion y conduccion del cultivo

Se condujo el campo experimental con una tecnologia mixta (tradicional - extensivo).

2.9.1. Preparacion del suelo
Se realizé la rotura del suelo con tractor agricola, se hizo arado doble, posteriormente se

pasé con poli rastra.

2.9.2. Estacado y demarcacion del terreno
Se usé material de madera para marcarlas dimensiones de cada parcela experimental, para
la separacién de unidades experimentales se uso rafia color rojo, y la demarcacién del

terreno se realiz6 con yeso.

2.9.3. Surcado
El surcado se realiz6 de manera manual usando azadones, la distancia entre surco fue de

0.80cm, segun el croquis de instalacion. Esta actividad se hizo un dia antes de la siembra.

2.9.4. Abonamiento

Segun la interpretacion del analisis de suelos, el nivel de P disponible 14ppm (medio), K
disponible 174.6ppm (alto), N total 0.05% (bajo) y la cantidad de M.O 0.99% (muy baja),
motivo por el cual se tuvo que aplicar una fertilizacion de fondo, fuente organica (guano
de alpaca a una dosis de 2kg/UE) e inorganica (fertilizante MOLIMAX papa sierra con
nivel de abonamiento 15-25-15 NPK a razon de 1Kg/UE) y de apoyo en la etapa de
Ilenado de tubérculos, microelementos (Fetrilon-combi 4%Mn; 4%Fe, 1.5%Cu; 1.5%Zn;
0.5%B; 0.1&Mo 250g/200L y CaBZn Ca**, B, Zn 1L/200L).
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2.9.5. Siembra

La siembra se realiz6 con tubérculos brotados, la distancia entre plantas fue de 40 cm, los
tubérculos semilla de papa fueron depositadas encima de la materia organica, los
fertilizantes inorganicos fueron esparcidos en forma de golpe entre cada semilla, la
profundidad de siembra fue de aproximadamente 15 cm (3veces el tamafio de la semilla).

La siembra fue realizada de manera uniforme.

2.9.6. Riego

Como la instalacion fue con tubérculos brotados, el riego fue proporcionado
inmediatamente, el reporte meteorol6gico mencionaba que el mes de diciembre no fue
necesario el riego, pero esto no se manifiesta en la realidad, ya que los datos son medias
mensuales, y en la época de siembra no hubo lluvias, se instalé sistema de riego por goteo
con mangueras de 2 pulgadas como eje principal, y cintas de riego, que posteriormente

fueron cambiadas.

2.9.7. Deshierbo aporque y aplicacion de fitorremediadores

Como parte de las labores culturales, se realiz6 dos aporques, el primero (qgallqui) con el
objetivo de oxigenar el suelo y controlar malezas, el segundo aporque (gallmar) se realizé
con el fin de tuberizacién (tapado de estolones), luego se realiz6 un control preventivo
contra la rancha utilizando “Mancozeb” y aplicacion de insecticidas “Cipermetrina y
Fastac” (por presencia de plagas ocasionales) usando coadyuvante organico siliconado
BREAK THRU a razén de 0.15cc/L (con el objetivo de evitar lavado de los productos

por la lluvia).

2.9.8. Cosecha

Las accesiones de papas nativas presentaron diferente tiempo de maduracion, algunas
maduraciones de cosecha temprana (precoces) otra tardia, en la maduracion se observé
que los tubérculos se desprendian de su piel facilmente, motivo por el cual se dejé hasta
que el tejido se suberice, en esta Gltima etapa se evalud el parametro de rendimiento

numero de tubérculos/planta y kg/planta.

2.9.9. Almacén de Semillas
Luego de la cosecha se seleccion6 15 tubérculos por cada accesion de papa nativa para

almacenar en el banco de germoplasma del Laboratorio de Genética y Biotecnologia
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Vegetal de la UNSCH, los tubérculos semilla fueron tratadas con producto quimico
TIFON (Chlorpyrifos 25g/kg + aditivos) y guardadas en oscuridad en bolsas de papel a
temperatura 12-15°C.

2.9.10. Evaluacion de los pardmetros de componentes de rendimiento

En esta investigacion se evaluaron 5 pardmetros cuantitativos tomados del descriptor

cuantitativo Solanum tuberosum desarrollado por el Centro internacional de la papa (CIP,

2008) (Misarayme, 2018), las cuales fueron:

a. Diametro de follaje (cm)
Durante la floracion se realizd la medicion en forma de cruz en cada unidad
experimental (UE), para obtener datos promedio de diametro ((d1+d2)/2), realizada
en los dos blogues.

b. Alturade la planta (cm)
Durante la plena floracion se midi6 la altura en 5 matas por cada accesion y
repeticion. Se determind la altura desde el cuello de la planta hasta la yema apical
mas alta del mismo tallo utilizando flexdmetro.

c. Numero de tallos aéreos (tallos)
Durante la floracion, se contabiliz6 el nimero de tallos aéreos primarios a nivel de
cuello de la planta, evaluando en total 5 matas eliminado los bordes por cada UE, en
los dos bloques.

d. NUmero de tubérculos por mata (tub/mata)
En la cosecha se contabilizé el niamero total de tubérculos en 5 matas y por UE, en
los dos bloques. EI conteo incluyé tantos tubérculos grandes, medianas y pequefos.

e. Peso de tubérculos por planta (kg/mata)
Luego de la cosecha se pesé del nimero total de los tubérculos contabilizados
anteriormente en las 5 matas y en toda la UE, en los dos bloques. Para determinar el
rendimiento (kg/ha), relacionando el rendimiento promedio de las dos repeticiones

por cada UE y se hizo el calculo por hectarea.

2.10. Metodologia para estandarizacion molecular PCR

El procedimiento molecular se realizo en el Laboratorio de Genética y Biotecnologia
Vegetal de la Escuela Profesional de Agronomia de la UNSCH. Para la extraccion de
ADN se tom6 muestras de hojas tiernas que se encontraban en constante multiplicacién

celular “células meristematicas” para poder realizar la estandarizacion de PCR punto
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final, para el gen Sen2 mediante gradiente de temperatura y se realiz6 la confirmacion
mediante PCR tiempo real (QPCR). En la Figura 2.5. se muestra el flujo del trabajo.

Figura 2.5
Flujo de trabajo de la evaluacién molecular.

Actividade: moleculares del zen Sen? de resiztencia a Syrchyrium
endobioacum

Colecta de material genetico ¥
almacén

v
Extraccion de ADN protocolo
CETAB 21X

| Compra de primers I

I Entrega de primersl

!

Eztandarizacion del PCR!
punto final

rcmlrmaci.&n mediante ql:rm-l

!

Rezultados/mterpretacion ¥
finalizacion

2.10.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 de hojas apicales tiernas y sanas de cada accesion

debidamente identificada. Se siguid el protocolo del método CTAB 2X (hexadecil

bromuro de trimetil amonio) (Doyle y Doyle, 1990), modificado por CIP (1998) que se
describe a continuacion:

a. Sepesd 100mg (3 hojas aprox.) de tejido de la hoja de cada accesion y luego fueron
molidos en morteros esterilizados. En este trabajo no se uso nitrégeno liquido, en su
reemplazo se utiliz6 700uL de CTAB 2X.

b. Luego se transfirid en un microtubo eppendorf esterilizado de 2mL de capacidad.
Luego se adiciondé 700 uL de buffer de extraccion CTAB 2X y 2uL de B-
mercaptoetanol, se agité en Vértex 1000rpm. Seguidamente, se incubaron en bafio

maria de 65°C durante 45 minutos agitando el tubo cada 15 minutos, luego de la
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incubacion y se retiraron los tubos para enfriarlas a temperatura de ambiente 2
minutos.

c. Para la separacion de proteinas y polisacaridos se agregé 700uL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y luego se agito en vortex hasta homogenizar el contenido.

d. Luego se centrifugd a 12,700 rpm por 5 minutos y se transfirid el sobrenadante a un
nuevo microtubo eppendorf estéril; se etiquetd el tubo. Se deshechd el cloroformo:
alcohol isoamilico remanente.

e. Luego se le agreg6 50uL de CTAB 10X (en NaCl 0.7M) y vértex para homogenizar.

f.  Serepitio los pasos cy d.

g. Para la precipitacion de &cidos nucleicos se afiadié volumen de 400-500uL de
isopropanol frio a cada tubo y luego se mezclo por inversion para homogenizar.
Posteriormente se incub6 a -20°C durante 15 minutos

h. Centrifugar a 12,700 rpm durante 20 minutos. vaciar el sobrenadante (isopropanol)
cuidadosamente evitando perder el pellet de ADN, luego se dejo invertido los tubos
en papel toalla por 2 minutos.

i.  Para la purificacion de pellet de ADN, se afiadié 1000uL de etanol al 70%, luego se
centrifugd por 30 minutos a 12,700 rpm, se decant6 el etanol. se agregd 1mL de
etanol al 90%, luego se centrifug6 a 12,700 rpm durante 30 minutos y se elimind el
etanol. Después se dejo que el precipitado se seque toda la noche en posicion
invertidos.

j.  Paradisolver al ADN se afiadio 150uL de T1oE1 + 1-2 uL de ARNasa 10ng/uL (libre
de ADNasa) y vortex, finalmente se incubo a 37°C durante 1h.

Luego se conservo las muestras a -20°C.

a. Evaluacion de calidad de ADN por densitometria (electroforesis)

Para esta evaluacion se prepar6 un gel de agarosa al 1% (80mL de buffer TBE1X + 2 L
de BrEt.), se trabaj6é con un gel pequefio, los pocillos se llenaron con las muestras del
cocktail de corrida (2 uL de NFW + 1uL de loading 6X + 3 uL de ADN) se realizd
electroforesis (90V, 70A, 60°) con buffer de corrida TBE1X, finalmente se procedio a

observar bandas de ADN en el transiluminador.
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b. Evaluacion de calidad de ADN por espectrofotometria

Para realizar el célculo de la absorbancia se usé bioespectrofotometro de la marca
Eppendorf, usando el protocolo estandarizado del Laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal de la Escuela Profesional de Agronomia UNSCH.

1.- Se disolvio el pellet extraido de ADN con 150 pL de T10E1, y se incubo a 37°C/1h.
2.- Se realiz6 blanqueo con 1.0 — 1.5 pL de T10E1, realizar rotacion leve (turn over) a las
muestras de ADN, luego se extrajo 1.5 puL de muestra y se hizo la lectura en el
espectrofotometro (lectura en ng/uL).

3.- Luego de la lectura se limpid el lente objetivo con papel toalla y se repiti6 el paso dos

(el blanqueo solo es necesario cada 10 lecturas).

2.10.2. PCR punto final

a. Cebadores

Los cebadores que se utilizaron para este trabajo de investigacion se disefiaron a partir de
la investigacion realizada por Plich y Przetakiewicz (2015).

Tabla 2.6
Lista de primers para identificacion de genes de resistencia a Synchytrium endobioticum.

Marcador Cebador T°A Tamaio Protocolo
(°C) (pb)
5450 3 F: ATGATCATTGATGGCAGCAG 58 1046 PCR
R: GGGCATTTTGGAGCATAAAA
2502 1 F: GCAGAGTTTCCACTGCTTCA 60 290 PCR
R: TGATTCGAAATTCAACCACTATG
2502 3 F: CCAACTCCACAACTTTTTGCT 60 1500 PCR

R: CCAACTGATTCGAAATTCAAC

NL25 F: TATTGTTAATCGTTACTCCCTC 58 | 1400 PCR
R: AGAGTCGTTTTACCGACTCC

b. Dilucién de cebadores

La concentracion inicial de los cebadores es alta, para realizar el PCR se diluy6 a una
concentracion de 10uM, usando el protocolo estandarizado del Laboratorio de Genética
y Biotecnologia Vegetal (LGBV -UNSCH).

1.- Primero se hizo una dilucion a 100uM, afiadiendo 10X de NFW a la concentracion
inicial del primer (si, F= 43.5nmol entonces 435uLNFW; la dilucion se encuentra a
100uM), se homogenizo con vortex para mezclar, lo mismo se repite con el primer en R

y para otros primers, teniendo en cuenta la concentracion de cada cebador.
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2.- Dilucion 1/10, para ello en un tubo eppendorf separado se agreg6é 20uL de primer F
[100uM] y se complet6 con 180uLNFW, obteniendo la dilucién a 10uM.

3.- se conservo a -20°C hasta ser usado en el master mix.

c. Master mix

En la Tabla 2.8. se muestra los reactivos para 1Rx del trabajo realizado por Plich et al.
(2018) una vez homogenizadas las concentraciones de ADN extraido, a una
concentracion de trabajo 20 ng/uL y diluido los primers a 10uM. Se procedio a preparar
el master mix, los componentes de esta mezcla fueron integrados en el master mix cuya

concentracion de los insumos se determinaron mediante ensayos y pruebas.

Tabla 2.7
Master mix para gen Sen2
Reactivos Volumen

NFW 2.74 uL
Buffer 5x 2.0uL
MgClI2 2.0uL
dNTPs 0.20 uL
F [10uM] 1.0uL
R [10uM] 1.0uL
Tag DNA polimerasa 0.06 uL
DNA molde (20 ng/uL) 1.0uL
V total 10.0uL

Nota: Antecedentes F y R tomados de Plich et al., 2018 y Przetakiewicz 2015

d. Perfil térmico de PCR

Se establecio el perfil térmico de PCR segun los antecedentes para este trabajo de
investigacion, (Plich y Przetakiewicz 2015), el cual consistio de 35 ciclos: 93°C/tiempo
Desnaturacion; se hizo una gradiente de T° en el Anillaje de 58-60°C/45segundos;
Extension de 72°C/1.5minutos; y una Extension final de 72°C/10 minutos programados

en el termociclador eppendorf.
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Figura 2.6

Perfil térmico PCR, para el gen Sen2.

__ Desnaturacion Desnaturacion
m 100 93
] °C 93C
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E Anillaje
2 [HE y | & | 15 | 10
0
Tiempo

e. Electroforesis de productos PCR

Se prepard un cocktail de corrida con (2uLNFW+3 uLprod.PCR+1uL Loading6X; para
el Ladder: 1 uLLambda+4uLNFW + 1uL Loading6X) se procedid a correr mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (1,89 de agarosa, se agregd TBE hasta volumen de
90mL, se dejé enfriar y se agreg6 2.5 uL de BrEt), a 90V/70A durante 60minutos, luego

estos fueron fotodocumentados para visualizar los fragmentos de ADN.

2.10.3. PCR tiempo real (QPCR)

Para ratificar las accesiones portadoras del gen Sen2 (63, 30 y 16) del PCR punto final;
fueron analizados en el termociclador tiempo real, el master mix fue preparado mezclando
1Rx 10 uL HiSYBR (Sybergreen) [1X]; 2uL primer F[10uM] y 2uL primer R[10uM] y
4uL ADN molde [A:20 ng/uL; B: 10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el volumen total
de 20uL. Luego se disefi6 un perfil térmico que se muestra en la Figura 2.6. siguiendo el
protocolo estandarizado de (LGBV -UNSCH) para qPCR.
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Figura 2.7

Perfil térmico gPCR y disefio de placa para gen Sen 2.
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Para una mejor ilustracion de todas las etapas, se muestra en la Figura 2.8 el flujo en
forma resumida el proceso de evaluacion y ejecucion de la tesis (etapa 1, campo y 2,
laboratorio) disefiado mediante flujograma.
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Figura 2.8
Flujograma de las actividades para la evaluacion de andlisis moleculares y componentes de

rendimiento de 64 tratamientos de papa Solanum tuberosum.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Anélisis molecular

3.1.1 Extraccion de ADN por espectrofotometria y densitometria

En la Figura 3.1 y Tabla 3.1 se presentan los resultados de la calidad de ADN por
densitometria en gel de agarosa al 2% y electroforesis horizontal. Se muestra la cantidad
de ADN de las 64 accesiones de papas realizado por espectrofotometria, reportando
concentraciones en el rango de 109.4 - 1691.1 ng/uL y una absorbancia (A260/A280) de
1.89 — 2.04 los cuales indican que se encuentran en el rango éptimo categorizado como
ADN de buena calidad.



Tabla 3.1

Resultados de cantidad (ng/uL) y calidad de ADN (A260/A280) por espectrofotometria.

ACCESIONES [IADN A260/A280 ACCESIONES [JADN A260/A280
ng/uLL 1.8-2.0 ng/uLL 1.8-2.0
01 702.70 1.96 33 1017.30 1.95
02 667.40 2.04 34 720.80 1.95
03 1088.40 1.94 35 352.10 2.02
04 479.20 1.97 36 817.40 1.94
05 553.50 2.02 37 639.10 1.93
06 1052.90 1.96 38 614.90 1.94
07 907.30 1.95 39 415.00 2.00
08 958.20 1.95 40 558.90 2.03
09 690.10 1.91 41 175.50 1.94
10 609.20 1.96 42 292.70 1.96
11 229.00 1.90 43 467.10 1.95
12 599.90 1.93 44 358.20 1.97
13 532.30 1.89 45 109.40 1.90
14 930.70 2.00 46 606.20 2.00
15 1064.70 1.96 47 1078.000 1.930
16 384.50 1.96 48 481.200 1.920
17 1259.60 2.01 49 802.600 1.50
18 1220.20 1.98 50 150.30 1.93
19 1167.30 1.99 51 203.40 1.97
20 1691.10 1.98 52 701.60 1.99
21 1066.40 2.00 53 389.80 2.02
22 1014.50 2.00 54 469.90 2.03
23 714.90 2.01 55 319.40 1.92
24 345.20 1.90 56 631.80 1.97
25 600.70 1.90 57 479.10 1.94
26 426.20 1.90 58 894.40 1.98
27 517.50 1.93 59 261.20 1.96
28 872.40 1.92 60 513.00 1.93
29 787.70 1.95 61 238.10 1.94
30 944.80 1.97 62 314.50 1.93
31 485.90 1.92 63 433.00 1.93
32 547.10 1.94 64 564.90 1.99
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Figura 3.1

Resultados de calidad de ADN por densitometria:

T30 Ti6 T63 Té64 T2 T7 T28 T29 T32 T40

ADN

Nota: Control positivo accesiones diploides (+); muestra 1(T30), 5 (T2), 6 (T7), 7 (T28), 8 (T29), 9 (T32), 10 (T40) y
control negativo (-) muestra 2 (T16), 3 (T63), 4 (T64).

3.1.2 Estandarizacion de PCR punto final con gradiente de temperaturas

La prueba para estandarizacion de PCR se realiz6 en 6 accesiones de papas diploides y
como control positivo (portador del gen de resistencia) a la accesion 30 (Atugpa papan)
y como control negativo (susceptible, sin el gen de resistencia) a la accesion 63 (Yungay),
usando como antecedente el trabajo de Plich y Przetakiewicz (2015), se disefié un perfil
térmico con gradiente de temperaturas de anillamiento desde 57°C hasta 60°C la cual se
muestra en la Figura 3.2. ElI master mix se hizo con un volumen para 1Rx de 15 uL
(2.96uL NFW; 3.0uL Buffer; 1.3 uL MgCly; 0.3dNTPs; 1.75uL F y R; 0.19uL Taq
polimerasa y 4.0uL de ADN [20 ng/uL]) que se muestra en la tabla 3.2. la electroforesis

se realizo en gel de agarosa al 2.0% corridos a 90V/70A/60".

Tabla 3.2
Master mix para 1Rx evaluacion de la presencia del gen Sen2.
Reactivos Volumen

NFW 2.96 uL
Buffer 5x 3.0uL
MgClI2 1.3uL
dNTPs 0.30 uL
F [10uM] 1.75 uL
R [10uM] 1.75uL
Taq DNA polimerasa 0.19 uL
DNA molde (20 ng/uL) 4.0uL
V total 15.0 uL
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Figura 3.2

Disefio del perfil térmico y gradiente de temperatura para el gen Sen2.

Perfil térmico
Calentamienta: 93=°C /3"
Denaturacion: 93°C /2"

Annealing:  37°/38.3%/60° /1 457

Extension: F2°C /17307
Extension final: T2°C /5T
I5ciclos ...
T?° de anillamiento
37° 58.3° 60°
A B C
a1 7 28
32 48 a0
Y Y Y
5 5 5
Distribucidn de las muasiras an el tapmoeiclador

En la Figura 3.3 se observan bandas tenues a temperatura de anillamiento de 60°C,
entonces se mejord las condiciones a esta temperatura y se volvié a realizar un PCR con
un nuevo master mix, esta vez con volumen de 20uL/1Rx (Se incremento las
concentraciones ADN, Primer, taq polimerasa, dNTPS) que se detallas en la Tabla 3.3y

el nuevo disefio del perfil térmico en la Figura 3.4.

Figura 3.3

Foto-documentacién de gradiente de temperatura PCR para gen Sen2.

B=58.3°C
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Tabla 3.3

Master mix 1Rx para segunda evaluacion del gen Sen2.

Reactivos Volumen
NFW 3.76 uL
Buffer 5x 4.0 uL
MgCI2 1.6 uL
dNTPs 0.40 uL
F [10uM] 3.0uL
R [10uM] 3.0uL
Taq DNA polimerasa 0.24 uL
DNA molde (20 ng/uL) 4.0 uL
V total 20.0uL
Figura 3.4
Disefio del perfil térmico para el gen Sen2.
Perfil térmico
Calentamiento: 93°C /3"
Denaturacion: 93°C /47
Annealing: 60°C /45"
Extension: J2°C /17307
Extension final: 72°C S 107
e B5ciclos
T? de anillamiento 60°C
1000pb | 100pb | 28 [60] Y[ S | M
Dhztribucion de las muestras en los posos de electroforssiz

Figura 3.5

Segunda foto-documentacion de producto PCR con T° de anillamiento a 60°C para gen Sen2.
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De la figura 3.5 se encontro el perfil térmico y el master mix para ubicar el gen Sen2

resistente a Synchytrium endobioticum con el par de primers 5450 3 (F:5'-
ATGATCATTGATGGCAGCAG-3"; R:5-GGGCATTTTGGAGCATAAAA-3"), y se

mejoro las condiciones de la primera evaluacion.

3.1.3. Prueba de PCR tiempo real gPCR

Para confirmar el resultado del producto PCR punto final, se opto por realizar un PCR en

tiempo real (qPCR), ya que este es mas sensible al ser un PCR cuantitativo, se obtuvo los

siguientes resultados que se muestran en las Figuras 3.6., 3.7. y 3.8. y la Tabla 3.4.

Tabla 3.4

Resultado de los valores Cq obtenido en 3 accesiones (T16, T30 y T63) de papa luego de PCR

tiempo real (QPCR).

Well  Sample [ng/ul] Cq End RFU
01 16a 20.0 26.9 820
02 16b 10.0 25.74 576
03 30a 20.0 25.33 1123
04 30b 10.0 28.07 936
05 63a 20.0 27.27 549
06 63b 0.00 0.00 76.4

Nota, a=concentracion de ADN [20 ng/uL]; b= concentracion de ADN [10 ng/ulL]

Figura 3.6

Curva de concentracion de gqPCR muestra 16ay 16b.
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Figura 3.7

Curva de concentracion de qPCR muestra 30a 'y 30b.
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Figura 3.8

Curva de concentracion de qPCR muestra 63a 'y 63b.
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Nota: 63b control negativo (sin ADN)

En la figura 3.8 la muestra 63b no se observa curva, no hay incremento en la

concentracion ya que no tiene ADN y por lo tanto no existe un PCR (prueba control)

3.2 Anadlisis agronémico

3.2.1. Analisis de componentes de rendimiento

Usando el programa Rstudio version R4.4.0 se realizé el anélisis de varianza, se evalud
la eficiencia estadistica, el coeficiente de varianza (CV) y la comparacion de medias DLS,

de los 64 tratamientos de papas nativas para los 5 parametros ya descritos anteriormente.

En la Tabla 3.5. Se muestra la eficiencia del disefio latice simple frente al blogue
randomizado resultando 81.81% mas eficiente que el disefio DBCR, siendo este un buen
indicativo estadistico; y el C.V. varia entre 8.07% a 35.96% el cual est& dentro del rango
permisible para este tipo de investigacion. En la Tabla 3.5. Se muestra el ANOVA de las

5 variables cuantitativas de rendimiento: diametro de follaje, altura de planta, nimero de
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tallos, nimero de tubérculos por mata y kilogramos por hectarea. Se observa que entre
los tratamientos por unidad ajustada existe diferencia estadistica altamente significativa
para los valores de didametro de follaje (cm), altura de planta (cm) y rendimiento (Kg/ha)
(p<0.001); en tanto que los valores del nimero de tallos y tubérculos por mata resultaron

estadisticamente significativos (p<0.05).

Tabla 3.5
Resultado del andlisis de varianza (ANOVA) de los 5 pardmetros de rendimiento en 64 accesiones
de papas nativas, significacion estadistica de los cuadrados medios.

Cuadrados medios (Mean Sq)

FV Df Diametro Altura de Numero Tubérculos Kilogramos
de follaje planta de tallos por mata por hectarea
Bloque 1 52.53 85.51 0.3828 416.38*** 8338660
Trat. Ajus 63  1773.82***  1282.00**  9.4046* 1.7713* 166380029***
Bloques 14  35.74 893.73 1.004 22.09 16166605
incompletos (K)
Complementarios cm cm Unid. Unid. Kg/ha
Eficiencia 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81
cVv 8.07 24.46 34.62 35.96 32.31
Media 88.79 97.90 6.49 12.8 13338.2
Maximo 169.75 155.57 14.0 31.92 50592
Minimo 17.25 13 1.0 1.69 760.5

a. Didmetro de follaje

En base al resultado de la comparacion de medias mediante DLS (Tabla 3.6.) se clasificd
por orden jerarquico los 64 tratamientos en 3 grupos fenotipicos de didmetro de follaje
pequefio, mediano y grande, ademas en 9 subgrupos jerarquicos considerando la
diferencia de medias ajustadas ( Figura 3.9.); el fenotipo grande (subgrupos I, I1, 11y 1V)
comprende los rangos de 166.0cm (T33) hasta 101.4cm (T62); el mediano (subgrupo V)
de 98.9cm (T17) hasta 80.7cm (T28); y el pequefio (subgrupos VI, VILVIII y IX) de
18.5cm (T30) hasta 55.6cm (T4).

T30 (papa silvestre “Atugpa papan”), resulto ser el de menor diametro18.5cm; la accesion
T33 (PN5) resulté con el diametro mas grande 166.0cm; superando a las variedades
mejoradas T63 (Yungay) con 127.5 cm, T16 (Mariva) con 120.5cm y T64 (Canchan) con
89.0cm; demostrando que existen variedades nativas con mayor potencial en cuanto al

desarrollo del diametro de follaje.
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Tabla 3.6
Comparacion de medias DLS (p<0.05) del Diametro de follaje en 64 tratamientos (accesiones)

de papas nativas.

TRAT !Dlam. Grupo = Dls (0.05) _sut,)grupo Fenotipo
ajustado jerarquico
T33 166.02291 a |
T25 161.24043 ab
T42 148.92749 bc I
T55 145.12593 cd
T50 131.03817 de
T63 127.58776 ef
T43 126.77866 ef i
T12 122.11067 efg
T16 120.5 efg
T40 115.94275 fgh '-éJ
T35 114.24432 fghi pd
T19 110.65273 ghij <
T58 104 hijk " o
T61 102.94275 hijkl
T31 102.19843 hijklm
T57 102.12976 hijklm
T62 101.47709 ijklm
T17 98.93132 jkimn
T49 97.66792 jklmno
T7 96.16792 klmno
T59 95.85116 kimnop
T18 95.30157 kimnop
T13 93.89316 kImnopq
T34 93.39316 klmnopgr
T6 93.05725 kimnopgr
T41 93.05725 kimnopgr
T56 92.08776 kimnopgr
T24 91.85116 klmnopgr %
T27 91.46183 klmnopgr <
T32 91.16027 klmnopgr B
T38 90.37024 kimnopgr V S
T48 89.47709 Imnopgr
T45 89.37024 Imnopqrs
T2 89.08016 mnopqrs
T64 89.04959 mnopqrs
T3 88.93132 mnopars
T8 88.62976 mnopars
T60 88.16027 mnopqrs
T37 86.33591 nopqrs
T20 85.46183 nopgrst
T1 85.20992 nopgrst
T22 84.27866 opgrst
T39 83.98092 opgrst
T21 82.24432 pgrstu
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T9 82.08016 pgrstu

T28 80.77094 grstuv
T4 79.74043 rstuvw
T29 75.55342 stuvwx
T51 71.88933 tuvwx
T36 69.55342 uvwxy Vi
T14 69.42749 Uvwxy
T52 67.69843 VWXY
T53 65.98092 WXYZ
T5 62.02291 Xyz
T26 55.61067 yzA
T54 53.51525 zZAB
T47 53.01525 ZAB il 2
T10 52.95041 zZAB wl
T23 44.38933 ABC 8
T11 40.80157 BC o
T44 36.58776 C
T15 35.03817 C VIl
T46 20.40458 D
T30 18.58776 D IX
Figura 3.9

Histograma de frecuencia de medias del parametro diametro de follaje, se muestran los 9
subgrupos (I al 1X).
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Mufioz (2024) clasifico el diametro de follaje en 3 categorias fenotipicas y 13 subgrupos
jerarquicos en el rango de 35.187cm T30 “Atuq papan” hasta 77.121cm T32 “Amarilla
larga” distintos a este trabajo que se reporto 3 grupos y 9 subgrupos, siendo el T30 “Atuq
papan” menor diametro de follaje (18.58cm) y T33 “PN5” mayor didmetro de follaje

(166.0cm). Siendo mayor los rangos de tratamiento en esta investigacion.

46



b. Altura de follaje

En base al resultado de la comparacion de medias mediante Dls (Tabla 3.7.) se clasificd
por orden jerarquico los 64 tratamientos en 3 grupos fenotipicos de Altura de follaje
pequefio, mediano y grande, y en 8 subgrupos jerarquicos considerando la diferencia de
medias ajustadas ( Figura 3.10.); el fenotipo grande (subgrupos I y Il) comprende los
rangos de 120.7cm (T35) hasta 145.9cm (T55); el fenotipo mediano (subgrupo 111, IV y
V) comprende los rangos de 60.5cm (T36) hasta 118.7cm (T4); y el fenotipo pequefio
(subgrupos VI, VIl y VIII) comprende los rangos de 13.1cm (T30) hasta 56.9cm (T51)

que se muestra en la Tabla 3.7.

T30 (papa silvestre “Atugpa papan”), resulto ser el de menor altura de follajes. 13.1 cm;
T55 (PN8) resulté como la mayor altura 145.9 cm; superando a las variedades mejoradas
T64 (Canchan) con 117.1 cm, T63 (Yungay) con 102.8 cm y T16 (Mariva) con 22.2 cm;
demostrando que existen variedades nativas con mayor potencial en cuanto al desarrollo

de la altura de follaje.

Tabla 3.7
Comparacion de medias DLS (p<0.05) del Altura de follajes en 64 tratamientos (accesiones) de

papas nativas.

TRAT Alt. ajustado Grupos= DLS (0.05) _su k?grur_)o Fenotipo
jerarquico

T55 145.93893 a |
T6 130.45005 ab
T41 130.32005 ab "
T5 129.84942 ab o
T58 129.52543 abc | Z
T16 127.64043 abcd %
T13 126.29825 abcd
T34 122.64825 abcd
T35 120.71931 abcd
T4 118.73942 abcd
T25 118.20442 abcde
T64 118.17586 abcde
T62 114.0443 abcdef %
T40 112.92367 abcdef <
T43 112.25494 abcdef I &
T39 11217521 abcdef S
T61 111.57367 abcdef
T22 111.51994 abcdefg
T21 111.41931 abcdefg
T38 109.79211 abcdefg
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T53
T26
T14
T42
T45
T48
T59
T27
T37
T8

T29
T12
T24
T63
T1

T56
T49
T20
T11
T7

T32
T57
T18
T17
T28
T60
T19
T9

T2

T52
T31
T3

T10
T54
T50
T36
T51
T23
T33
T47
T30
T15
T46
T44

109.30021
108.19825
108.09388
106.91888
106.74211
106.0443
106.0265
105.46431
105.31648
104.84161
104.27148
103.76325
103.2015
102.82239
101.98736
100.12739
99.58314
98.49931
97.53607
96.78814
96.37867
96.08161
95.82607
95.45725
95.19648
95.07367
94.41214
92.85619
92.64619
91.4502
91.1102
88.17225
73.26501
70.79583
70.43697
60.59648
56.91303
56.35303
52.80442
37.82083
2476711
22.22697
20.48774
13.14211

abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefg
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
abcdefgh
bcdefghi
cdefghij
defghij
efghij
fghij
fghij
ghij

hij

Vi

VIl

VIl

MEDIANO

~

PEQUENO
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Figura 3.10
Histograma de frecuencia de medias del parametro Altura de planta, se muestran los 8 subgrupos
(ralvir).
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Mufioz (2024) clasificé la altura de planta en 3 categorias fenotipicas y 14 subgrupos
jerarquicos en el rango de 22.9cm T30 “Atuq papan” hasta 101.10cm T19 “Ruyru ritipa
sisan” distintos a este trabajo, que reportd 3 grupos y 8 subgrupos, siendo el T44
“Huamanpa uman2” de menor altura de planta (13.14cm) y T55 “PN8” mayor altura de
planta (145.9cm).

c. Numero de tallos

En base al resultado de la comparacion de medias mediante DLS (Tabla 3.8.) se clasificd
por orden jerarquico los 64 tratamientos en 3 grupos fenotipicos de numero de tallos
escaso (0-4 unidades), regular (4-10 unidades) y abundante (>10 unidades), y en 7
subgrupos jerarquicos considerando la diferencia de medias ajustadas ( Figura 3.11.); el
fenotipo abundante (subgrupos | y I1) comprende los rangos de 10.04 unidades de tallos
(T45) hasta 14.12 unidades de tallos (T37); el regular (subgrupo IlI, IV y V) de 4.05
unidades de tallos (T36) hasta 9.99 unidades de tallos (T28); y el escaso (subgrupos VI1y
VII) de 0.98 unidades de tallos (T30) hasta 3.65 unidades de tallos (T54).
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T30 (papa silvestre “Atugpa papan”), resultd ser el tratamiento con escaso numero de
tallos, 0.98 unidades de tallos; T37 (Camotillo) resulté como el méas abundante NUmero
de tallos, 14.12 unidades, superando a las variedades mejoradas T63 (Yungay) con 7.11
unidades y T16 (Mariva) con 5.8 unidades y T64 (Canchan) con 4.88 unidades;
demostrando que existen variedades nativas con mayor potencial en cuanto al desarrollo

del numero de tallos.

Tabla 3.8
Comparacion de medias DLS (p<0.05) del nimero de tallos en 64 tratamientos (accesiones) de
papas nativas.

Tall. Grupos=DLS subgrupo .
TRAT ajustado (0.05) jerarquico Fenotipo
T37 14.12 a |
T19 10.69 ab
T38 10.04 abc ] Abundante
T45 10.04 abc
T28 9.99 abc
T11 9.53 abcd
T39 8.73 bcde
T53 8.73 bcde 11|
T27 8.59 bcdef
T21 8.15 bcdefg
T18 8.03 bcdefgh
T12 7.93 bcdefgh
T26 7.93 bcdefgh
T23 7.77 bcdefgh
T48 7.42 bcdefghi
T62 7.42 bcdefghi
T5 7.38 bcdefghi
T33 7.38 bcdefghi
T2 7.26 bcdefghi
T9 7.26 bcdefghi
T31 7.17 bcdefghi 3
T52 7.17 bcdefghi >
T35 7.15 bedefghi " I
T56 7.11 bcdefghi
T63 7.11 bcdefghi
T29 7.05 bcdefghi
T7 6.99 bcdefghi
T49 6.99 bcdefghi
T32 6.93 bcdefghi
T60 6.93 bcdefghi
T51 6.77 bcdefghi
T8 6.76 bcdefghi
T57 6.76 bcdefghi
T43 6.58 bcdefghij
T14 6.42 bedefghijk
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T42 6.42 bcdefghijk
T55 6.34 bcdefghijk
T4 6.32 bcdefghijk
T25 6.32 bcdefghijk
T20 6.09 cdefghijk
T10 5.87 cdefghijk
T6 5.80 cdefghijk
T41 5.80 cdefghijk
T24 5.54 cdefghijkl
T59 5.54 cdefghijkl
T16 5.38 defghijkl
T58 5.38 defghijkl
T1 5.14 defghijkl
T50 5.11 defghijkl \%
T40 5.00 defghijkl
T61 5.00 defghijkl
T3 4.92 efghijkl
T17 4.92 efghijkl
T64 4.88 efghijkl
T13 4.49 efghijkl
T34 4.49 efghijkl
T36 4.05 fghijkl
T54 3.65 ghijkl
T22 3.58 hijkl
T15 3.11 ijkl VI
T44 2.98 ijkl %
T47 2.15 jki )
T46 1.96 Kl w
T30 0.98 I Vil
Figura 3.11

Histograma de frecuencia de medias del parametro Numero de tallos, se muestran los 7

subgrupos (1 al VII).
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Mufioz (2024) clasificd el nimero de tallos aéreos en 3 categorias fenotipicas y 15
subgrupos jerarquicos en el rango de 3.22 T30 “Atuq papan” hasta 11.16 T32 “Amarilla
larga” distintos a este trabajo que se reportd 3 grupos y 7 subgrupos, siendo el T37
“Camotillo” mayor numero de tallo (14.12) y T30 “Atuq papan” menor numero de tallos

(0.98), coincidiendo el T30 como el de menor media.

d. Numero de tubérculos por mata

En base al resultado de la comparacion de medias mediante DLS (Tabla 3.9.) se clasificd
por orden jerdrquico los 64 tratamientos en 4 grupos fenotipicos de numero de
tubérculos/mata (escaso (0-5 unidades de tubérculo/mata), regular (5-15 unidades de
tubérculo/mata), abundante (15-20 unidades de tubérculo/mata) y muy abundante (>20
unidades de tubérculo/mata), y en 7 subgrupos jerarquicos considerando la diferencia de
medias ajustadas (Figura 3.12.); el fenotipo muy abundante (subgrupos I y Il) comprende
los rangos de 20.5 unidades de tubérculo/mata (T19) hasta 27.89 unidades de
tubérculo/mata (T37); el fenotipo abundante (subgrupos 111) comprende los rangos de
15.15 unidades de tubérculo/mata (T9) hasta 19.8 unidades de tubérculo/mata (T38); el
fenotipo regular (subgrupo IV y V) de 5.94 unidades de tubérculo/mata (T44) hasta 14.5
unidades de tubérculo/mata (T63); y el escaso (subgrupos VIy VII) de 1.96 unidades de
tubérculo/mata (T30) hasta 4.07 unidades de tubérculos/mata (T47).

T30 (papa silvestre “Atugpa papan”), resulto ser el mas escaso en produccion de
tubérculos/mata, 1.96 unidades; T37 (Camotillo) resulté como el mas abundante en
tubérculos/mata, 27.89 unidades; superando a las variedades mejoradas T63 (Yungay)
con 14.57 y T16 (Mariva) con 11.01 y T64 (Canchan) con 9.87; demostrando que existen

variedades nativas con mayor potencial en cuanto al desarrollo de tubérculos/mata.
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Tabla 3.9
Comparacion de medias DLS (p<0.05) del nimero de tubérculos/mata en 64 tratamientos

(accesiones) de papas nativas.

Tub/mat. Grupos=DLS subgrupo .
TRAT . . Fenotipo
ajustado (0.05) jerarquico
T37 27.894823 a I
Muy abundante
T19 20.542617 ab I
T38 19.877333 abc
T45 19.877333 abc
T28 19.834654 abed
T11 19.605271 abed
T27 17.988635 bede
T53 17.449032 bede
T39 16.579032 bedef
T62 15.886747 bedefg I
T5 15.869034 bedefe 2
T23 15.822929 bedefg =
T12 15.82129 bedefg a
T26 15.82129 bedefe <
T21 15.68872 bedefg
T18 15.605271 bedefg
T9 15.155586 bedefgh
T63 14.578446 bedefgh
T7 14.503243 bedefgh
T8 14.358449 bedefgh
T2 14.285586 bedefgh
T35 13.98872 bedefgh
T31 13.978947 bedefgh
T52 13.978947 bedefgh
T32 13.834153 bedefgh
T60 13.834153 bedefgh
T48 13.806747 bedefgh
T33 13.789034 bedefgh
T43 13.71123 bedefgh v .
T56 13.368446 bedefghi ‘_§
T42 13.313884 bedefghi 2
T49 13.293243 bedefghij o
T57 13.148449 bedefghij
T29 13.044738 bedefghij
T4 12.90895 bedefghij
T25 12.61895 bedefghij
T14 12393884 bedefghij
T55 12.103241 bedefghij
T41 12.101544 bedefghij
T51 12.042929 bedefghij
T10 11.807926 bedefghij
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T20 11.658635 bedefghij

T6 11.471544 bedefghij

T24 11.118134 cdefghijk

T16 11.010789 cdefghijk

T59 10.778134 cdefghijk

T58 10.670789 cdefghijk

T1 10.523246 defghijk

T3 10.482931 defghijk

T40 9.954237 efghijk

T61 9.954237 efghijk

T64 9.873652 efghijk

T50 9.385583 efghijk

T17 9.272931 efghijk

T34 9.101374 efghijk v

T13 8.811374 efghijk

T36 7.994738 fehijk

T22 7.16123 ghijk

T54 6.621542 ghijk

T15 6.035583 hijk

T44 5.947248 hijk

T47 4.071542 ijk VI

T46 3.949842 jk Escaso

T30 1.967248 k VII
Figura 3.12

Histograma de frecuencia de medias del parametro nimero de tubérculos por mata, se muestran

los VII subgrupos (I al VII).
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Mufioz (2024) clasificd el numero de tubérculos por planta en 3 categorias fenotipicas y
12 subgrupos jerarquicos en el rango de 0.793 T30 “Atuq papan’ hasta 22.99 T25 “Cuchi
pelo” distintos a este trabajo que se reportod 4 categorias y 7 subgrupos, siendo el T37
“Camotillo” con mayor nimero de tubérculos/mata (27.89) y T30 “Atuq papan” menor

namero de tubérculos/mata (1.96), coincidiendo el T30 como el de menor media.

e. Peso de tubeérculos (Kg/ha)

En base al resultado de la comparacién de medias mediante DLS (Tabla 3.10.) se clasificd
por orden jerarquico los 64 tratamientos en 5 categorias fenotipicas de peso de tubérculos
(Kg/ha), resultando muy escaso (0-2000kg/ha), escaso (2000-10000kg/ha), intermedio
(10000-15000kg/ha), abundante (15000-25000kg/ha) y muy abundante (>25000 kg/ha),
y en 10 subgrupos jerarquicos considerando la diferencia de medias ajustadas (Figura
3.13.); el fenotipo muy abundante (subgrupos I, 11y 111) comprende los rangos de 26321.2
(T44) hasta 47571.5708 (T63), el fenotipo abundante (subgrupos IV y V) comprende los
rangos de 15020.8 (T60) hasta 24910.98 (T41); el intermedio (subgrupo V1) de 10006.42
(T25) hasta 14643.849 (T34); y el escaso (subgrupos VIl y VIII) de 2074.56 (T53) hasta
9761.44 (T24), el fenotipo muy escaso (subgrupos 1X) de 600.388 (T15) hasta 1886.37
(T46).

T15 (“Puka sawinto”), resulto ser el de menor rendimiento, 0.6 kg/ha; T63 (Yungay)

resulté con el rendimiento mas abundante 47571.57 kg/ha; superando a las variedades
mejoradas T64 (Canchan) con 31265.29 kg/ha'y T16 (Mariva) con 11049.09 tn/ha.
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Tabla 3.10
Comparacion de medias DLS(p<0.05) del rendimiento Kg/ha en 64 tratamientos (accesiones) de

papas nativas.

Kg/ha. Grupos=DLS subgrupo .
TRAT . L. Fenotipo
ajustado (0.05) jerarquico
T63 47571.5708 a I
T45 37923.547 b 1I
T64 31265.2921 be 11
Muy abundante
T19 28863.8395 cd
T35 26378.2302 cde v
T44 26321.2645 cdef
T41 24910.9825 cdefg
T22 21610.5563 defgh
T5 21287.1564 defghi A%
T39 20396.2602 efghij
T21 20373.7802 efghijk
T42 19660.9251 efghijk
T12 18552.7665 efghijkl
T52 18452.9777 efghijkl
T38 18079.547 efghijklm
T11 17999.7583 efghijklm
T49 17862.6957 efghijklm
T14 17845.6751 fghijklm VI %
T29 17515.4384 ghijklmn s
T57 17282.567 ghijklmn S
T43 16828.6063 ghijklmn <
T4 16405.3739 ghijklmno
T18 15746.5083 hijklmnop
T3 15465.2157 hijklmnop
T60 15020.849 hijklmnopq
T34 14643.849 hijklmnopq
T36 14236.4384 hijklmnopqr
T20 14070.4977 hijklmnopqr
T50 14055.3883 hijklmnopqr
T58 13739.2596 hijklmnopqr
T2 12852.5345 ijklmnopqrs
T10 12600.9771 jklmnopqrs
T51 12343.3195 jklmnopqrs i)
T62 12306.2576 iklmnopgrs VI g
T17 11839.7157 klmnopqrst S
T16 11049.5096 Imnopgrstu =
T13 10915.099 Imnopqrstu
T1 10693.0919 Imnopqrstuv
Té61 10565.1315 Imnopqrstuvw
T5S 10174.7994 Imnopqrstuvwx
T59 10095.1908 Imnopqrstuvwx
T25 10006.4239 Imnopqrstuvwx
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T24 9761.4408 mnopqrstuvwxy
T26 9255.1665 nopqrstuvwxy
T40 8953.1315 nopqrstuvwxyz
T56 8284.7708 opqrstuvwxyz VIII
T37 7538.7209 pqrstuvwxyz
T27 6481.7477 qrstuvwxyz
T6 5944.4825 rstuvwxyz
T32 5732.299 rstuvwxyz
T9 4402.0345 stuvwxyz
T28 3662.1559 tuvwxyz
T30 3505.2645 tuvwxyz
T31 3003.1277 UVWXYZ
T33 2946.3064 UVWXYZ X §
T54 2936.3363 UVWXYZ Q
T23 2823.7195 UVWXYZ L
T48 2606.6076 UvVwWXyz
T8 2287.017 VWXYZ
T53 2074.5602 WXyZ
T46 1886.3731 Xyz
T7 1751.1457 Xyz
X Muy escaso
T47 1403.5863 yz
T15 600.3883 z
Figura 3.13

Histograma de frecuencia de medias del parametro kilogramos por hectarea (kg/ha), se muestran

los X subgrupos (I al X).
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Mufioz (2024) clasificé el peso de tubérculos por planta en 3 categorias fenotipicas y 12
subgrupos jerarquicos en el rango de 0.413 kg T20 “Chaulina” hasta 1.502Kg T54 “Yana
wairu” distintos a este trabajo que se report6 5 categorias y 10 subgrupos, siendo el T63
“Yungay” con mayor rendimiento (47571 kg/ha) y T15 “Puka sawinto” (menor
rendimiento (600.38kg/ha).

3.2.2. Correlacion de los parametros cuantitativos de rendimiento

La Figura 3.14 muestra la correlacion que tiene cada par de parametros, siendo los mas
relacionados los pardmetros nimero de tallos y tubérculos/mata en un (r=0.93),lo cual
indica que a mayor namero de tallos incrementara de manera directa los tubérculos por
mata, seguidas de la correlacion del diametro de follaje y la altura de planta (r=0.42),
mientras que la altura de follaje y el numero de tallos estan correlacionados también
positivamente (r=0.24), por ultimo el parametro de tubérculo/mata y kilogramos/hectérea
(r=0.14); no se observa valores negativos de correlacion, lo que indica que todos

contribuyen al rendimiento.

Figura 3.14
Correlacion de los 5 parametros de rendimiento en 64 tratamientos de papas nativas.
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Mufioz (2024) identifico que la mayor correlacion fue entre tubérculos/mata y
kilogramos/hectarea en un 72% mayor que la correlacion (14%), pero la correlacion de

namero de tallos y tubérculos/mata en este trabajo es mayor (93%) que fue reportado por
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Mufioz (29.7%). Tratdndose de las mismas accesiones sembradas, la diferencia se expresa
en el fenotipo, ya que en este trabajo fueron sembradas a menor altitud y en otras

condiciones climatoldgicas.
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de investigacion en campo y laboratorio, se llega a las siguientes

conclusiones:

1. Elprotocolo estandarizado PCR punto final para el gen Sen2 resistente a Synchytrium
endobioticum consta de un Master mix con volumen de 20uL 1Rx (3.76uL NFW;
4.0uL Buffer; 1.6 uL MgCly; 0.4dNTPs; 3.0uL del primer F y 3.0uL del primer R;
0.24uL Taq polimerasa y 4.0uL. de ADN [20 ng/uL]); el perfil térmico consta de 35
ciclos (T° calentamiento 93°C por 3 minutos, Denaturacion 93°C por 4 minutos,
Annealing 60°C por 45 segundos, Extensién 72°C por minuto y medio, y extension
final de 72°C por 10 minutos) visualizadas en gel de agarosa al 2% corridos
90V/70A/60°. Y para PCR tiempo real 1Rx de 10uL HiSYBR (Sybergreen) [1X];
2uL primer F [10uM] y 2uL primer R [10uM] y 4uL ADN molde [A:20 ng/uL; B:
10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el volumen total de 20uL con el mismo perfil
térmico.

2. A condiciones ambientales de 2756 m.s.n.m las papas nativas presentaron: valores
de didmetro de follaje de 18.58cm hasta 166.0cm (T30 “Atuq papan” y T33 “PN5”
respectivamente); la altura de planta fue de 13.14cm hasta 145.9cm (T44 “Huamanpa
uman2” y T55 “PN8” respectivamente); el nimero de tallos fue de 0.98
unidades/mata hasta 14.12 unidades/mata (T30 “Atuq papan”y T37 “Camotillo”); el
namero de tubérculos/mata fue de 1.96 tubérculos/mata hasta 27.89 tubérculos/mata
(T30 “Atuq papan”y T37 “Camotillo” respectivamente); el rendimiento minimo fue
de 600.38 kg/ha hasta un maximo de 47571 kg/ha (T15 “Puka sawinto” y T63
“Yungay” respectivamente). Los componentes de rendimiento que mas influyeron
son diametro de follaje (r=0.2)>altura de planta (r=0.18)>el ndmero de
tubérculos/mata (r=0.16)>peso de tubérculos kg/ha (r=0.14); los parametros mas
correlacionados son numero de tallos y tubérculos por mata (r=0.93), teniendo una

relacion directamente proporcional.



RECOMENDACIONES

Realizar las evaluaciones de componentes de rendimiento bajo las condiciones

climaticas optimas para las papas nativas.

Para las condiciones ambientales similares a pampa del arco 2756 m.s.n.m se
recomienda sembrar las accesiones nativas T45, T19, T35, T44, T41 T22 y T5 por
poseer altos rendimientos y accesiones mejoradas T63, T64 y T16, con mejor

adaptacion.

Realizar la seleccion molecular, en las accesiones de papas nativas ayacuchanas, con
el fin de identificar accesiones nativas portadoras del gen Sen2, resistentes a

Synchytrium endobioticum.

Caracterizar e identificar patotipos de Synchytrium endobioticum en la region de
Ayacucho y fenotipar accesiones de papas nativas, en campo Yy en invernadero,
probando distintos protocolos de inoculacion, que servirdn posteriormente para
realizar estudios de mejoramiento genético (transcriptomica, edicion genética y

Genotipado por secuenciamiento GBS).
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ANEXOS



Anexo 0.1 Datos cuantitativos de rendimiento de los 64 tratamientos de papas nativas, del

germoplasma del laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal.

Diametro de follaje (cm) Altura de la planta (cm) N° de tallos (unidad) Tubéreulos/planta (unidad) Rendimiento (kg/ha)

TRAT|ACCESIONES VI V2 v Vi v
I [ ] rrom I [ ] rrom I [ ] rrom I [ u_[rrom I [ n_rrom
T1 |Carrasco 925 715 85.0 1230 108.8 1159 50 6.0 55 114 10.1 108 104160 118470 111315
T2 |Peruanita 848 93 89.5 1108 985 104.7 6.0 9.0 75 13.7 15.2 144 133920 130005 131963
T3 |Patamindez  |94.0 86.0 90.0 116.4 713 96.8 70 30 50 16.0 51 105 186000 126180 15609.0
T4 |Lenguas 743 828 785 155.6 848 120.2 70 6.0 6.5 16.0 10.1 131 161200 169650 165425
T5 |Duraznillo 66.3 58.8 625 186.1 733 129.7 110 4.0 75 251 6.8 159 19096.0  23880.0 21488.0
T6 |Huantina 96.5 895 930 136.8 1358 136.3 50 70 6.0 114 118 116 4960.0 6969.0  5964.5
T7 |Yuraq winchina {94.3 96.8 955 1141 96.8 1054 9.0 50 70 205 85 145 19840 20279  2006.0
T8 |Qeluruntus  [87.0 89.0 88.0 1182 102.0 1101 9.0 50 70 205 85 145 2976.0 20279 25020
T9 |Allga carrasco {91.3 738 825 98.0 1118 104.9 9.0 6.0 75 205 10.1 153 71920 22995 47458
T10 [Ruyaqstu  |52.0 56.0 54.0 833 835 834 6.0 6.0 6.0 137 10.1 119 114080 142920 12850.0
T11 [PN4 413 438 425 1447 64.0 104.3 120 70 95 214 118 196 193440 167537 180489
T12 PN1 115.8 1273 1215 844 122.3 103.3 8.0 8.0 80 182 135 159 168640 203264 185952
T13 |Ruyrumindez 1825 1075 95.0 142.0 106.5 1243 40 50 45 91 85 88 14136.0 79065 110213
T14 [Moro panchaela |69.0 710 700 131.6 925 1121 50 8.0 6.5 114 135 125 193440 161980 177710
T15 |Pukasawinto 1 |37.5 25 350 0.0 29.0 145 00 30 15 0.0 51 25 0.0 760.5 380.3
T16 |Mariva 128.3 112.8 1205 120.8 1413 1310 6.0 50 55 137 85 111 101680 121715 111698
T17 |Yanacarrasco |90.0 110.0 100.0 103.0 105.3 104.1 30 70 50 6.8 118 93 146320 93350 119835
T18 [PN2 101.0 93.0 97.0 65.0 140.3 102.6 70 9.0 8.0 16.0 15.2 156 141360 174552 157956
T19 [Ruyru ritipa sisan| 111.5 1145 1130 102.2 935 97.9 9.0 120 105 205 203 204 252960 321300 287130
T20 |Chaulina 818 89.3 855 100.4 89.0 94.7 50 70 6.0 114 118 116 138880 139380 13913.0
T21 |Huamampa umar|84.0 840 840 1453 66.8 106.0 70 9.0 80 16.0 15.2 156 156240 249360 20280.0
T22 |Pukahuayru  |83.8 873 855 1275 96.8 1121 40 30 35 91 51 71 305040 121679 21336.0
T23 |Ritipa sisan 475 425 45.0 65.8 538 59.8 10.0 50 15 228 85 156 32240 23438 27839
T24 |Pifiacha 913 938 925 117.0 89.5 103.3 6.0 50 55 13.7 85 111 71920 121715 96818
T25 |Cuchipelo 155.0 165.0 160.0 85.0 154.3 119.6 6.0 70 6.5 137 118 128 86800 116071 101435
T26 |Wiara pasfia mor|57.5 52.5 55.0 129.3 85.8 107.8 8.0 8.0 80 18.2 135 159 84320 101632  9297.6
T27 |Pukatumillo 1973 85.8 915 99.3 104.0 1017 120 50 85 214 85 179 59520 66965 63242
T28 |Sangre de cristo |69.3 878 785 88.8 795 84.2 10.0 10.0 10.0 228 16.9 199 22320 47640  3498.0
T29 |Wincuello 845 65.5 750 795 103.8 916 4.0 10.0 70 9.1 16.9 130 166160 182140 174150
T30 |Atugpa papan |17.8 173 175 0.0 33 16 00 10 0.5 0.0 6.0 30 0.0 1300 65.0
T31 |Urupufiochi  |108.3 92.8 1005 736 101.0 87.3 70 70 70 16.0 118 139 3968.0 19453 2956.7
T32 |Amarilla larga 1918 873 89.5 80.9 975 89.2 70 70 70 16.0 118 139 5456.0 58359  5646.0
T33 |PN5 163.3 169.8 166.5 733 320 52.6 40 110 75 91 18.6 139 42160 20783 31471
T34 |Sangre de toro m96.3 2.8 945 99.2 142.0 120.6 50 40 45 114 6.8 91 213280 81720 14750.0
T35 [Sangre de toro |120.0 1120 116.0 76.1 1545 1153 70 70 70 16.0 118 139 272800 252889 262845
T36 [Peruanitalarga |715 66.5 69.0 95.9 0.0 480 40 0.0 20 91 0.0 46 141360 00 7068.0
T37 |Camotillo 938 813 875 91.1 91.0 911 140 140 140 319 237 278 71920 778120 425020
T38 |Yurag wirapasfia|86.5 95.5 91.0 90.6 1125 101.6 10.0 10.0 100 228 16.9 199 119040 238200 17862.0
T39 [Yana llunchuy wgq87.0 81.0 84.0 66.0 1475 106.8 70 10.0 85 16.0 16.9 164 128960 279310 204135
T40 |Pukacarrasco |106.5 1255 116.0 1130 95.3 104.1 50 50 50 114 85 99  7936.0 99250 89305
T41 [kunkantullu 915 945 93.0 135.3 137.0 136.1 70 50 6.0 16.0 85 122 352160 146460 249310
T42 |Lengua de vaca |148.3 150.8 1495 86.8 135.0 1109 8.0 50 6.5 182 85 133 218240 173485 19586.3
T43 |PN6 125.0 1310 128.0 98.2 1275 1129 9.0 40 6.5 205 6.8 136 153760 177320 16554.0
T44 [Huamamuman 2|31.3 398 355 130 0.0 0.0 30 0.0 15 6.8 0.0 34 260400 0.0 13020.0
T45 |Blancaandina  |92.0 88.0 90.0 1100 87.0 985 10.0 100 100 228 16.9 199 357120 397000 37706.0
T46 |Tumbay 213 198 205 365 0.0 183 20 0.0 10 46 0.0 23 14880 0.0 7440
T47 [PN9 513 538 525 76.8 0.0 384 20 0.0 10 46 0.0 23 12400 0.0 620.0
T48 |Taragallo 91.0 87.0 89.0 1015 105.0 103.3 40 110 75 91 18.6 139 27280 20783  2403.1
T49 |Puka sawinto 2 |101.0 930 97.0 98.2 1183 108.2 50 9.0 70 114 15.2 133 176080 186270 181175
T50 |Chanchamayina |133.0 129.0 1310 38.7 115.8 0.0 30 70 50 6.8 118 9.3 19096.0 93350 142155
T51 [Chigchiwiksa |77.3 67.8 725 7 490 60.3 30 100 6.5 6.8 16.9 119 91760 154310 123035
T52 |Huevo delindio |68.0 64.0 66.0 107.0 68.3 87.6 70 70 70 16.0 118 139 173600 194530 184065
T53 [PN7 69.0 63.0 66.0 139.5 68.3 1039 10.0 70 85 228 118 173 12400 29436 20918
T54 |Yana wairu 545 515 53.0 64.5 783 714 20 50 35 46 85 6.5 992.0 45535  2772.8
T55 [PN8 137.0 151.0 1440 150.7 148.0 149.3 6.0 6.0 6.0 137 10.1 119 62000 142920 10246.0
T56 |Corazon de cuy [98.5 835 91.0 116.8 835 100.2 50 9.0 70 114 15.2 133 54560 111762 83161
T57 |Qachirva 105.8 97.3 1015 100.2 102.5 1014 50 9.0 70 114 15.2 133 163680 186270 174975
T58 |Papa fuerte 112.0 96.0 104.0 144.6 121.3 1329 50 6.0 55 114 10.1 108 158720 118470 138595
T59 [PN3 102.8 90.3 96.5 904 1218 106.1 50 6.0 55 114 10.1 108 81840 118470 100155
T60 |Puca flawi 933 798 86.5 920 838 87.9 70 70 70 16.0 118 139 104160 194530 149345
T61 |Qorisunqu 106.5 99.5 103.0 928 112.8 102.8 50 50 50 114 85 99 111600 99250 105425
T62 |Qellgay wiksa |97.0 105.0 101.0 1210 1015 1113 11.0 40 75 251 6.8 159 74896 167160 1210238
T63 |Yungay 1233 129.8 1265 904 1153 102.8 9.0 50 70 205 85 145 505920 446138 476029
T64 |Canchan 90.0 86.0 88.0 1154 1143 1148 50 50 50 114 85 99 277760 347375 312568
Méximo 163.25 169.75 166.5 186.0909091 154.5 14933333 14 14 14 3192 23.66 21.79 50592 77812 47602.9
Minimo| 173 175 13.0 33 16 20 1.0 05 46 5.1 23 9920 130.0 65.0
Promedio| 83.2 8838 98.8 93.1 9.7 6.4 6.4 6.4 145 108 127 130208 139685  13494.7
Desv. Estandar| ~ 29.33 3101 2978 3493 38.31 3271 289 293 239 6.59 4.86 469 979935 1266282 979997
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Anexo 0.2 Andlisis de varianza ANOVA de los 5 parametros cuantitativos en 64 accesiones de

papas nativas con el disefio latice simple 8x8, usando Software Rstudio.

Response: diametro

Df Sum Sq
rep 1 53
trat.unadj 63 111751
blog/rep 14 500
Residual 49 2521

Mean Sq Fvalue Pr(>F)
52.53 1.0210 0.3172
1773.82 344760  <2e-16 ***
35.74 0.6947 0.7684
51.45

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “***0.01 “*> 0.05 ‘> 0.1 “° 1

Response: altura de planta

Df  SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
rep 1 86 85.51 0.1487 0.70147
trat.unadj 63 80766 1282.00 2.2290 0.00207 **
blog/rep 14 12512 893.73 1.5540 0.12744
Residual 49 28182 575.14
Signif. codes: 0 “***’0.001 “*** 0.01 “** 0.05 > 0.1 *’ 1
Response: numero de tallos
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
rep 1 0.38 0.3828 0.0757 0.78430
trat.unadj 63 592.49 9.4046 1.8609 0.01261 *
blog/rep 14 77.48 5.5346 1.0952 0.38528
Residual 49 247.63 5.0537
Signif. codes: 0 “***’0.001 “***0.01 “*>0.05°°0.1°"1
Response: tubérculos/mata
Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
rep 1 416.38 416.38 19.4238 5.7e-05 ***
trat.unadj 63 2392.19 37.97 1.7713 0.01953 *
blog/rep 14 309.28 22.09 1.0305 0.44056
Residual 49 1050.39 21.44
Signif. codes: 0 “****(0.001 “** 0.01 “* 0.05 . 0.1 <’ 1
Response: kilogramos por hectarea
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
rep 1 8.3387e+06 8338660 0.4489 0.5060
trat.unadj 63 1.0482e+10 166380029 8.9573 3.181e-13 ***
blog/rep 14 2.2633e+08 16166605 0.8704 0.5937
Residual 49 9.1016e+08 18574769

Signif. codes: 0 “***>(0.001 “***0.01 “*> 0.05 > 0.1 “° 1
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Anexo 0.3 Catélogo fotogréfico de desarrollo de investigacion etapa 1 Nucleo de Investigacion
de la Universidad de Huamanga (NIPUH).

T =¥

i

A: preparacion de terreno, B: recoleccion de guano de alpaca, C: apertura de surcos y abonamiento, D: distribucion de tratamientos,
E: emergencia, F: desarrollo, G: 1ler aporque, H: 2do aporque.
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I: aplicacion de fitorremediadores, J: evaluacion de ultimo estado fenoldgico, K: diametro de follaje, L: altura de planta,
M: nimero de tallos, N: tubérculos/mata, O: kilogramos/mata.
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Anexo 0.4 Catalogo fotografico de desarrollo de investigacion etapa 2 Laboratorio de Genética
y Biotecnologia Vegetal (LGBV) — UNSCH.

A B oa [ om [0 ]

A: extraccion ADN, método CETAB2X, B: pellet de ADN, C: cdmara de electroforesis, D: gel de agarosa en camara UV, E: disefio
de perfil térmico PCR, F: célculo de parametro de rendimientos, G: analisis de componentes de rendimiento usando Software R 4.4.0.

72



ESTANDARIZACION DE PCR “GEN Sen2” DE RESISTENCIA A Synchytrium
endobioticum Y COMPONENTES DE RENDIMIENTO EN PAPAS NATIVAS,
PAMPA DEL ARCO, AYACUCHO 2756 M.S.N.M.

Luis Enrique Vargas Cordova; German Fernando De La Cruz Lapa
Avrea de investigacion: Biotecnologia
Linea de investigacion: Mejoramiento Genético Agropecuario
luis.vargas.01@unsch.edu.pe

german.delacruz@unsch.edu.pe

RESUMEN

Sen2 es el gen de resistencia de amplio espectro frente al Synchytrium endobioticum,
agente causal de la verruga de la papa. Siendo este hongo fitopatdégeno un problema
mundial para los productores de papa, los objetivos fueron: realizar el protocolo
estandarizado de PCR para el gen Sen2 y evaluar los componentes de rendimiento en 64
accesiones de papas nativas cultivadas a 2756 m.s.n.m. se uso el disefio experimental
latice simple 8x8 con dos bloques. El anélisis de datos cuantitativos se realizd mediante
ANOVA (p<0.05), correlacion de los componentes del rendimiento con el programa
Rstudio. EIl protocolo estandarizado de PCR punto final para el gen Sen2 resulto:
extraccion de ADN por método CETAB 2X; el PCR (1Rx) contiene 3.76ul NFW; 4.0 ul
de Buffer; 1.6 pl MgCly; 0.4 ul dNTPs; 3.0 pl Fy R; 0.24 pl Taqg polimerasa; 4.0 ul ADN
[20ng/ul]; el perfil térmico Calentamiento: 93°C/ 3"; Denaturacion: 93°C/4"; Annealing:
60°C / 45""; Extension: 72°C / 1°30""; Extension final: 72°C / 10" con 35 ciclos,
observadas en gel de agarosa 1.8% de agarosa, tefiido con 2.5 pl de BrEt, corridos en
electroforesis (90V, 78A, 6077), y con el mismo perfil térmico para PCR tiempo real
(QPCR) 1Rx de 10uL HiSYBR (Sybergreen) [1X]; 2uL primer F [10uM] y 2uL primer R
[10uM] y 4uL ADN molde [A:20 ng/uL; B: 10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el
volumen total de 20uL. EI rendimiento minimo fue de 600.38 kg/ha hasta un méximo de
47571 kg/ha (T15 “Puka sawinto” y T63 “Yungay” respectivamente). L0S componentes
que influyeron en el rendimiento (por orden jerarquico) son didmetro de follaje
(r=0.2)>altura de planta (r=0.18)>el numero de tubérculos/mata (r=0.16)>peso de
tubérculos kg/ha (r=0.14); los parametros mas correlacionados son namero de tallos y
tubérculos por mata (r=0.93).

Palabras clave: Synchytrium endobioticum, protocolo PCR, gen Sen2, componentes de

rendimiento, papas nativas.



“Sen2 GENE” PCR STANDARDIZATION FOR RESISTANCE TO Synchytrium
endobioticum AND YIELD COMPONENTS IN NATIVE POTATOES,
PAMPA DEL ARCO, AYACUCHO 2756 M.A.S.L.

ABSTRACT

Sen2 is the broad-spectrum resistance gene against Synchytrium endobioticum, the causal
agent of potato wart. Since this phytopathogenic fungus is a global problem for potato
producers, the objectives were: to standardize the PCR protocol for the Sen2 gene and to
evaluate yield components in 64 accessions of native potatoes cultivated at 2756 m above
sea level. A simple lattice experimental design 8x8 with two blocks was used.
Quantitative data analysis was performed using ANOVA (p<0.05) and correlation of
yield components with RStudio software. The standardized endpoint PCR protocol for
the Sen2 gene resulted in: DNA extraction by the CETAB 2X method; the PCR (1Rx)
contains 3.76 pul NFW; 4.0 ul Buffer; 1.6 pl MgCl2; 0.4 ul dNTPs; 3.0 ul F and R; 0.24
ul Taq polymerase; 4.0 ul DNA [20 ng/ul]; the thermal profile was Heating: 93°C / 3';
Denaturation: 93°C / 4'; Annealing: 60°C / 45"; Extension: 72°C / 1'30"; Final extension:
72°C / 10" with 35 cycles, observed on a 1.8% agarose gel, stained with 2.5 ul of BrEt,
run in electrophoresis (90V, 78A, 60") and with the same thermal profile for real-time
PCR (gPCR) 1Rx of 10 uL HiSYBR (Sybergreen) [1X]; 2 pL primer F [10 uM] and 2
pL primer R [10 uM] and 4 pL template DNA [A: 20 ng/uL; B: 10 ng/uL]; 2 uL NFW,
completing a total volume of 20 pL. The minimum yield was 600.38 kg/ha up to a
maximum of 47571 kg/ha (T15 “Puka sawinto” and T63 “Yungay” respectively). The
components that influenced yield (in hierarchical order) are foliage diameter (r=0.2) >
plant height (r=0.18) > number of tubers per plant (r=0.16) > tuber weight kg/ha (r=0.14);
the most correlated parameters are the number of stems and tubers per plant (r=0.93).
Keywords: Synchytrium endobioticum, PCR protocol, Sen2 gene, yield components,
native potatoes.

1. INTRODUCCION
El Chytridiomyceto Synchytrium endobioticum (Schilbersky) Percival, es el agente causal
de la enfermedad denominada verruga de la papa (potato wart) (Obidiegwu et al., 2014),
esta enfermedad es de la mas devastadora a nivel mundial, generando altas pérdidas
econdmicas (van de Vossenberg et al., 2022). La diseminacion de la enfermedad se dio a

través de la propagacion asexual con semillas infectadas, llevadas de paises andinos hacia



el resto del mundo, adaptandose perfectamente y desarrollando nuevos patotipos. En la
actualidad este patdgeno es considerado la plaga cuarentenaria mas importante del
mundo, siendo clasificado en la categoria A2 por European and Mediterranean Plant
Protection Organization, (EPPO) (2017) y la unién europea (UE) (Diario Oficial de la
Union Europea, 2022).

En 1896 Schilberszky reportd por primera vez la “verruga de la papa” en Hungria y en el
Peru el encargado en reportar el patégeno fue Abbott en 1928, en aquel entonces con una
incidencia de hasta un 20% (Torres, 2002). Hodgson 1974 citado por Obidiegwu et al.
(2014) menciona que el control quimico no es efectivo, las medidas tomadas fue el de
desarrollar variedades resistentes. Hasta 1941 se conocia un solo patotipo de S.
endobioticum (patotipo comun, patotipo 1 o 1D1), la mayoria de variedades eran
resistentes a este patotipo, desde esa fecha hasta el 2006 se identificd 30 patotipos nuevos
(Obidiegwu et al., 2014), se consideran el 1(D1), 2(G1), 6(01), 8(F1) y 18(T1) como los
mas importantes y ampliamente distribuida en Europa (Plich et al., 2018). No se reportan
patotipos identificados en el Peru. La resistencia al patotipo comun 1D1 ya no es efectiva
actualmente en Europa y demas paises donde se cultiva papa, ademas de ello la falta de
rotacion de cultivo favorece la propagacion de los esporangios del hongo (Obidiegwu et
al., 2014).

Actualmente S. endobioticum es considerado el patdgeno cuarentenario mas importante
de la papa, motivando su inclusion en la lista de cuarentena A2 EPPO, (2017) provocando
altas pérdidas de rendimiento (estimaciones del 60% al 90%) y contaminacion del suelo
a largo plazo por més de 40 afios (Plich et al., 2018 y Przetakiewicz, 2015).

El gen Sen2 fue mapeado en el cromosoma XI de la papa, reporta resistencia contra 8
patotipos de Synchytrium endobioticum en Polonia, los patotipos recolectados fueron de
los paises mediterraneos y mayores productores de papa en Europa (Alemania, Polonia,
Ucrania, Paises bajos) (Plich et al., 2018).

La papa es el tercer cultivo mas importante del mundo, cultivada en 159 paises consumida
por mas de 1000 millones de personas en todo el mundo, contribuye a la seguridad
alimentaria y al empleo de la poblacién rural y urbana (FAO, 2024). Es el sustento de 700
000 agricultores peruanos, la mayoria pequefios agricultores (International Potato Center
(CIP), 2022). Pert tuvo un incremento de produccion de papa en un 16.7%; Ayacucho
incrementd en 61.2%, a nivel nacional se registré 607 901 toneladas reportada en el
ultimo censo realizada por el INEI-ENAGRO (Gob.pe, 2024). Ayacucho es una region

considerada productora de papa, principalmente de las variedades Canchan, Yungay,



Mariva, Peruanita, Amarilla Tumbay y Wayro, representando el 80% de produccion total
de papa en la regidn ayacuchana; los agricultores de esta region y otras regiones del pais
reportaron (https://latinanoticias.pe/regiones/esta-es-la-peor-enfermedad-que-puede-
atacar-a-la-papa-en-el-peru) que la verruga de la papa causada por Synchytrium
endobioticum les genera pérdidas econdmicas importantes. No se tiene cuantificado el
efecto negativo de Synchytrium endobioticum en el rendimiento de este cultivo.

Un suelo infestado con Synchytrium endobioticum deja de ser util para variedades
comerciales susceptibles (Yungay), perjudicando asi a los agricultores de papa y
poniendo en riesgo la seguridad alimentaria; por lo cual es importante hacer
investigaciones buscando seleccionar accesiones de papas nativas portadoras del gen de
resistencia Sen2; debido a que el tratamiento quimico no es eficiente, es contaminante del
medio ambiente, deja residuos toxicos en el suelo y deteriora la calidad del suelo (Plich
et al., 2018 y Przetakiewicz, 2015).

Por lo cual el problema identificado es: ¢Cual es el protocolo estandarizado de PCR para
el gen Sen2 que da resistencia a Synchytrium endobioticum y cuales son los componentes
de rendimiento en accesiones de papas nativas cultivadas en Ayacucho a 2756 m.s.n.m?
El presente trabajo pretende contribuir en la solucion de dicho problema, debido que en
la region de Ayacucho no existe investigaciones que reporten variedades resistentes a
Synchytrium endobioticum, ya que este hongo es reportado como el patdgeno
cuarentenario mas importante del mundo donde se cultiva la papa (Plich et al., 2018).
Considerando los antecedentes del uso de variedades resistentes para el manejo y control
de esta enfermedad, herramientas biotecnoldgicas y seleccion molecular, se podria ayudar
a identificar accesiones de papas nativas portadoras de los genes de resistencia a
Synchytrium endobioticum (Sen2) (Gabriel et al., 2016). En un futuro préximo, con estos
conocimientos, se podria desarrollar un nuevo programa de mejoramiento genético
molecular y biotecnolégico para el cultivo de la papa; también se podria crear una nueva
variedad de papa, con resistencia a Synchytrium endobioticum y que tenga altos
rendimientos. Los resultados del presente trabajo de investigacion también serviran para
crear politicas de bioseguridad gubernamental frente a este patdgeno.

Por lo ante dicho, el objetivo general fue elaborar protocolos para el analisis molecular
orientados a identificar la presencia de genes de resistencia a Synchytrium endobioticum
en el germoplasma de papa de la region de Ayacucho y determinar los valores
relacionados a los componentes de rendimiento en accesiones de papas nativas cultivadas

a 2756 m.s.n.m



Objetivos especificos:

1. Estandarizar el protocolo molecular (PCR) para el gen Sen2 que da resistencia a la papa
contra el Synchytrium endobioticum en condiciones del Laboratorio de Genética y
Biotecnologia Vegetal (LGBV) - UNSCH.

2. Determinar los valores de componentes de rendimiento (cuantitativos) en 64 accesiones

de papas nativas cultivadas a 2756 m.s.n.m.

2. MATERIALES Y METODOS

Esté investigacion se realizo en la provincia de Huamanga, departamento Ayacucho, se
instal6 a una altitud de 2756 m.s.n.m, con coordenadas UTM 13°09°19°’S, 74°13"08W"",
clima seco, precipitacion media anual de 493.5 mm, tempera promedio anual 16°C. La
investigacion se realizo durante los meses de diciembre 2023 hasta abril (campo) y junio
(laboratorio) 2024. Se trabajo con 64 accesiones de papas (60 nativas, 1 silvestre 3
mejoradas), procedentes del germoplasma del Laboratorio de Genética y Biotecnologia
Vegetal (LGBV — UNSCH) (Tabla 1).

Tabla 1

Lista de 64 tratamientos de papas nativas del banco de Germoplasma del Laboratorio de
Genética Biotecnologia vegetal de la UNSCH, Ayacucho. Tratamientos y nivel de ploidia.

Accesion Ploidia Accesion Ploidia
T1 Carrasco 4x T33 PN5 4x
T2 Peruanita 2X T34 Sangre de toromacho  3x
T3 Palta mindez 5x T35 Sangre de toro 4x
T4 Lenguas 4x T36 Peruanita larga 4x
T5 Duraznillo 4x T37 Camotillo 3X
T6 Huantina 3X T38 Yuraqg wirapasfia 3X
T7 Yuraq winchina 2X T39 Yana llunchuy w. 3X
T8 Quellu runtus 3x T40 Puka carrasco 2X
T9 Allga carrasco 4x T41 Kunkantullu 4x
T10 Ruyag suytu 3X T42 Lengua de vaca 4x
T11 PN4 3x T43 PN6 3x
T12 PN1 3X T44 Huamanpa uman 2 5X
T13  Ruyru mindez 4x T45 Blanca andina 3X
T14  Moro panchaela 3x T46 Tumbay 4x
T15  Pukasawinto 4x T47 PN9 3x
T16  Mariva 4x T48 Taragallo 2X
T17  Yana carrasco 5x T49 Puka sawinto 2 4x
T18  PN2 4x T50 Chanchamayina 4x
T19  Ruyruritipasisan  3x T51 Chiqui wiksa 3x
T20  Chaulina 3x T52 Huevo de indio 3x

T21  Huamampauman  2X T53 PN7 o5X



T22  Puka huayru 3X T54 Yana wairu 2X

T23  Ritipa sisan 3x T55 PN8 2X
T24  Pifacha 3X T56 Corazon de cuy 4x
T25  Cuchi pelo 4x T57 Qachirva 4x
T26  Wiara pasfia mor 5x T58 papa fuerte 4x
T27  Pukaturnillo 3X T59 PN3 3X
T28  Sangre de cristo 2X T60 Puca fiawi 2X
T29  Wincuello 2X T61 Qori sunqu 2X
T30  Atugpa papan 3X T62 Qellgay wiksa 3X
T31  Uru pufiochi 4x T63 Yungay 4x
T32  Amarilla larga 2X T64 Canchan 4x

Nota: ploidia realizada en una investigacion anterior, PN= papa nativa sin nombre identificado.

2.1. Disefio experimental

Se utilizo el disefio experimental Latice simple 8x8 distribuidos con doble randomizacion
en dos bloques o repeticiones. Modelo Aditivo Lineal (MAL): Yijk=p+Ti+Bj+Sk+eeijk
(Talamantes, 1986). La unidad experimental (2.4m x 2.4m) estuvo conformada por 3
surcos, distanciados 0.8my 5 tubérculos por surco. Para el procesamiento de datos de los
caracteres cuantitativos se realizé el analisis de varianza ANOVA (p<0.05), prueba de
contraste de medias por Diferencia minima significativa (DLS) y correlacion de
componentes principales empleando el programa Rstudio version 4.4.0, se usd el paquete
estadistico agricolae (Statistical Procedures for agricultural Research version 1.3-7) y
paquetes del sistema base(The Rbase package 4.4.0), datasets (The R Datasets package
4.4.0), graphics (The R Graphics package 4.4.0), grDevices (The R Graphics Devices and
support for colours and fronts 4.4.0), methods (Formal Methods and Classes 4.4.0), stats
(The R Stats packag 4.4.0) y utils (The R Utils Package 4.4.0).

2.2. Anadlisis fisicoquimico del suelo

Se instalo en un suelo con pH 8.32 (moderadamente alcalino), conductividad eléctrica
0.66 dS/m (ligeramente salino), CIC efectiva 22.8 Cmol/kg, materia organica 0.99%
(bajo), nitrogeno total 0.05% (bajo), potasio disponible 174.6ppm (alto), fosforo
disponible 14.4ppm (medio), con una clase textural franco arenoso, a falta de nutrientes
se realizo un abono de fondo fuente organica (guano de alpaca a una dosis de 2kg/UE) e
inorganica (fertilizante MOLIMAX papa sierra con nivel de abonamiento 15-25-15 NPK
a razéon de 1Kg/UE) y de apoyo en la etapa de llenado de tubérculos, microelementos
(Fetrilon-combi 4%Mn; 4%Fe, 1.5%Cu; 1.5%Zn; 0.5%B; 0.1&Mo 250g9/200L y CaBZn
Ca™, B, Zn 1L/200L ).



2.3. Manejo agronémico

Se realiz6 la rotura del suelo con tractor agricola, se hizo arado doble, posteriormente se
paso con poli rastra, se hizo demarcacion del terreno con rafias y yeso, el surcado se
realizd a 080m, el abonamiento fue organico y sintético, se sembré un tubérculo por golpe
(40cm), se us6 cintas de riego, se realizo primer aporque (qallqui), y segundo aporque
(gallmar), se hizo un control preventivo contra la rancha utilizando “Mancozeb” y
aplicacion de insecticidas “Cipermetrina y Fastac” (por presencia de plagas ocasionales)
usando coadyuvante organico siliconado BREAK THRU a razén de 0.15cc/L (con el
objetivo de evitar lavado de los productos por la lluvia), Las accesiones de papas nativas
presentaron diferente tiempo de maduracion, algunas maduraciones de cosecha temprana
(precoces) otra tardia, en la maduracion se observo que los tubérculos se desprendian de
su piel facilmente, motivo por el cual se dejé hasta que el tejido se suberice, Luego de la
cosecha se seleccion6 15 tubérculos por cada accesion de papa nativa para almacenar en
el banco de germoplasma del Laboratorio de Genética y Biotecnologia Vegetal de la
UNSCH, los tubérculos semilla fueron tratadas con producto quimico TIFON
(Chlorpyrifos 25¢g/Kg + aditivos) y guardadas en oscuridad en bolsas de papel a
temperatura 12-15°C.

2.4. Componentes de rendimiento

En esta investigacion se evaluaron 5 parametros cuantitativos tomados del descriptor
cuantitativo Solanum tuberosum desarrollado por el Centro internacional de la papa (CIP,
2008) (Misarayme, 2018), las cuales fueron: diametro de follaje (cm), altura de la planta
(cm), namero de tallos aéreos (tallos), nimero de tubérculos por mata (tub/mata), Peso
de tubérculos por planta (kg/mata).

Durante la floracién se realiz6 la medicion en forma de cruz en cada unidad experimental
(UE), para obtener datos promedio de diametro ((d1+d2)/2), realizada en los dos bloques.
durante la plena floracion se midi6 la altura en 5 matas por cada accesion y repeticion. Se
determind la altura desde el cuello de la planta hasta la yema apical méas alta del mismo
tallo utilizando flexdmetro. Durante la floracion, se contabilizo el nimero de tallos aéreos
primarios a nivel de cuello de la planta, evaluando en total 5 matas eliminado los bordes
por cada UE, en los dos blogues. En la cosecha se contabilizd el nimero total de
tubérculos en 5 matas y por UE, en los dos bloques. El conteo incluy6 tantos tubérculos
grandes, medianas y pequefios. Luego de la cosecha se pesé del numero total de los

tubérculos contabilizados anteriormente en las 5 matas y en toda la UE, en los dos



bloques. Para determinar el rendimiento (kg/mata), relacionando el rendimiento promedio

de las dos repeticiones por cada UE y se hizo el célculo por hectérea.

2.5. Evaluacion molecular

2.5.1. Extraccion de ADN

La colecta del material vegetal se realizo de hojas tiernas y sanas, se siguio el protocolo
del método CTAB 2X (hexadecil bromuro de trimetil amonio) (Doyle y Doyle, 1990),
modificado por CIP (1998).

2.5.2. Cantidad y calidad de ADN

Por densitometria (electroforesis), para esta evaluacion se prepar6é un gel de agarosa al
1% (80mL de buffer TBE1X + 2 uL de BrEt.), se trabajo con un gel pequefio, los pocillos
se llenaron con las muestras del cocktail de corrida (2 pL de NFW + 1pL de loading 6X
+ 3 pL de ADN) se realizé electroforesis (90V, 70A, 607) con buffer de corrida TBE1X,
finalmente se procedio a observar bandas de ADN en el transiluminador.

Por espectrofotometria para realizar el calculo de la absorbancia se usé
bioespectrofotémetro de la marca Eppendorf, usando el protocolo estandarizado del
Laboratorio de Genética y Biotecnologia VVegetal de la Escuela Profesional de Agronomia
UNSCH, Se disolvié el pellet extraido de ADN con 150 uL de T10E1, y se incubo a
37°C/1h, se realiz6 blanqueo con 1.0 — 1.5 pL de T10E1, realizar rotacién leve (turn over)
a las muestras de ADN, luego se extrajo 1.5 pL de muestra y se hizo la lectura en el
espectrofotémetro (lectura en ng/uL), luego de la lectura se limpié el lente objetivo con

papel toalla y se repitio el paso dos (el blanqueo solo es necesario cada 10 lecturas).

2.5.3. Marcadores moleculares y PCR punto final

Se utilizo un primer especifico para identificar el gen Sen2, usados por Plich (2018).

Tabla 2

Primer para identificacion de genes de resistencia a Synchytrium endobioticum

Marcador Cebador T°A Tamafio Protocolo
FC) (pb)
3450 3 F ATGATCATTGATGGCAGCAG 38 1046 PCR

R GGGCATTTTGGAGCATAAAA

Los primers se diluyeron a una concentracion de 10uM, se conservo a -20°C, el master

mix se muestra en la Tabla 3, y el perfil térmico en la Figura 1.



Tabla 3

Master mix para gen Sen2

Reactivos Volumen
NFW 2.74 uL
Buffer 5x 20uL
MgCI2 2.0uL
dNTPs 0.20 uL
F [10uM] 1.0uL
R [10uM] 1.0uL
Tag DNA polimerasa 0.06 uL
DNA molde (20 ng/uL) 1.0uL
V total 10.0 uL

Nota: Antecedentes F y R tomados de Plich et al., 2018 y Przetakiewicz 2015

Figura 1
Perfil térmico PCR, para el gen Sen2.
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2.5.4. Electroforesis productos PCR

Se prepar6 un cocktail de corrida con (2uLNFW+3 uLprod.PCR+1uL Loading6X; para
el Ladder: 1 uLLambda+4uLNFW + 1luL Loading6X) se procedié a correr mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (1,89 de agarosa, se agregd TBE hasta volumen de
90mL, se dejé enfriar y se agreg6 2.5 uL de BrEt), a 90V/70A durante 60minutos, luego
estos fueron fotodocumentados para visualizar los fragmentos de ADN.

2.5.5. PCR tiempo real (qPCR)

Para ratificar las accesiones portadoras del gen Sen2 (63, 30 y 16) del PCR punto final;
fueron analizados en el termociclador tiempo real, el master mix fue preparado mezclando
1Rx 10 uL HiSYBR (Sybergreen) [1X]; 2uL primer F[10uM] y 2uL primer R[10uM] y
4uL ADN molde [A:20 ng/uL; B: 10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el volumen total
de 20uL. Luego se disefio un perfil térmico que se muestra en la Figura 2 siguiendo el
protocolo estandarizado de (LGBV -UNSCH) para gPCR.



Figura 2

Perfil térmico qPCR y disefio de placa para gen Sen 2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extraccion de ADN por espectrofotometria y densitometria

En la figura 3 y Tabla 4 se presentan los resultados de la calidad de ADN por
densitometria en gel de agarosa al 2% y electroforesis horizontal. Se muestra la cantidad
de ADN de las 64 accesiones de papas realizado por espectrofotometria, reportando
concentraciones en el rango de 109.4 - 1691.1 ng/uL y una absorbancia (A260/A280) de
1.89 — 2.04 los cuales indican que se encuentran en el rango éptimo categorizado como
ADN de buena calidad.

Tabla 4

Resultados de cantidad (ng/uL) y calidad de ADN (A260/A280) por espectrofotometria.
ACCESIONES [JADN A260/A280 ACCESIONES [JADN A260/A280

ng/ulL 1.8-2.0 ng/ulL 1.8-2.0
01 702.70 1.96 33 1017.30 1.95
02 667.40 2.04 34 720.80 1.95
03 1088.40 1.94 35 352.10 2.02
04 479.20 1.97 36 817.40 1.94
05 553.50 2.02 37 639.10 1.93
06 1052.90 1.96 38 614.90 1.94
07 907.30 1.95 39 415.00 2.00
08 958.20 1.95 40 558.90 2.03
09 690.10 1.91 41 175.50 1.94
10 609.20 1.96 42 292.70 1.96
11 229.00 1.90 43 467.10 1.95
12 599.90 1.93 44 358.20 1.97

13 532.30 1.89 45 109.40 1.90



14 930.70 2.00 46 606.20 2.00

15 1064.70 1.96 47 1078.000 1.930
16 384.50 1.96 48 481.200 1.920
17 1259.60 2.01 49 802.600 1.50
18 1220.20 1.98 50 150.30 1.93
19 1167.30 1.99 51 203.40 1.97
20 1691.10 1.98 52 701.60 1.99
21 1066.40 2.00 53 389.80 2.02
22 1014.50 2.00 54 469.90 2.03
23 714.90 2.01 55 319.40 1.92
24 345.20 1.90 56 631.80 1.97
25 600.70 1.90 57 479.10 1.94
26 426.20 1.90 58 894.40 1.98
27 517.50 1.93 59 261.20 1.96
28 872.40 1.92 60 513.00 1.93
29 787.70 1.95 61 238.10 1.94
30 944.80 1.97 62 314.50 1.93
31 485.90 1.92 63 433.00 1.93
32 547.10 1.94 64 564.90 1.99
Figura 4

Resultados de calidad de ADN por densitometria

T30 Ti6 T63 Té64 T2 T7 T28 T29 T32 T40

ADN

Nota: Control positivo accesiones diploides (+); muestra 1(T30), 5 (T2), 6 (T7), 7 (T28), 8 (T29), 9 (T32), 10 (T40) y
control negativo (-) muestra 2 (T16), 3 (T63), 4 (T64).

3.2. Estandarizacion de PCR punto final con gradiente de temperaturas

La prueba para estandarizacion de PCR se realiz6 en 6 accesiones de papas diploides y
como control positivo (portador del gen de resistencia) a la accesion 30 (Atugpa papan)
y como control negativo (susceptible, sin el gen de resistencia) a la accesion 63 (Yungay),

usando como antecedente el trabajo de Plich y Przetakiewicz (2015), se disefi6 un perfil



térmico con gradiente de temperaturas de anillamiento desde 57°C hasta 60°C. EIl master
mix se hizo con un volumen para 1Rx de 15 uL (2.96uL NFW; 3.0uL Buffer; 1.3 uL
MgCly; 0.3dNTPs; 1.75uL F y R; 0.19uL Taq polimerasa y 4.0uL de ADN [20 ng/uL])
que se muestra en la tabla 3.2. la electroforesis se realizé en gel de agarosa al 2.0%
corridos a 90V/70A/60". Se hizo una nueva corrida PCR, para mejorar las condiciones a
60°C, se incremento el vol 1Rx a 20 uL (3.76uL NFW; 4.0uL Buffer 5X; 1.6 uL MgCly;
0.4dNTPs; 3.0 uL Fy R; 0.24uL Tag polimerasa y 4.0uL. de ADN [20 ng/uL]).

3.3. Prueba de PCR tiempo real gPCR
Para confirmar el resultado del producto PCR punto final, se optd por realizar un PCR en
tiempo real (qPCR), ya que este es mas sensible al ser un PCR cuantitativo, se obtuvo los

siguientes resultados que se muestran en las Figuras 3.6., 3.7.y 3.8. y la Tabla 3.4.

Tabla 5
Resultado de los valores Cqg obtenido en 3 accesiones (T16, T30 y T63) de papa luego de PCR
tiempo real (QPCR).

Well Sample [ng/ul] Cq End RFU
01 16a 20.0 26.9 820
02 16b 10.0 25.74 576
03 30a 20.0 25.33 1123
04 30b 10.0 28.07 936
05 63a 20.0 27.27 549
06 63b 0.00 0.00 76.4

Nota, a=concentracion de ADN [20 ng/uL]; b= concentracién de ADN [10 ng/uL]

Figura 5
Curva de concentracion de gPCR muestra 16a y 16b.
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Figura 6

Curva de concentracion de qPCR muestra 30a y 30b.
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Figura7

Curva de concentracion de qPCR muestra 63a 'y 63b.
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Nota: 63b control negativo (sin ADN)

En la Figura 7 la muestra 63b no se observa curva, no hay incremento en la concentracion

ya que no tiene ADN y por lo tanto no existe un PCR (prueba control).

3.4. Anadlisis de componentes de rendimiento

Usando el programa Rstudio version R4.4.0 se realizé el anélisis de varianza, se evalud
la eficiencia estadistica, el coeficiente de varianza (CV) y la comparacion de medias DLS,
de los 64 tratamientos de papas nativas para los 5 parametros ya descritos anteriormente.
En la Tabla 3.5. Se muestra la eficiencia del disefio latice simple frente al blogque
randomizado resultando 81.81% mas eficiente que el disefio DBCR, siendo este un buen
indicativo estadistico; y el C.V. varia entre 8.07% a 35.96% el cual esta dentro del rango
permisible para este tipo de investigacion. En la Tabla 3.5. Se muestra el ANOVA de las
5 variables cuantitativas de rendimiento: didmetro de follaje, altura de planta, nimero de
tallos, numero de tubérculos por mata y kilogramos por hectarea. Se observa que entre
los tratamientos por unidad ajustada existe diferencia estadistica altamente significativa
para los valores de diametro de follaje (cm), altura de planta (cm) y rendimiento (Kg/ha)
(p<0.001); en tanto que los valores del nimero de tallos y tubérculos por mata resultaron

estadisticamente significativos (p<0.05).



Tabla 6

Resultado del analisis de varianza (ANOVA) de los 5 parametros de rendimiento en 64 accesiones

de papas nativas, significacion estadistica de los cuadrados medios.

Cuadrados medios (Mean Sq)

FV Df Diametro Alturade Numero Tubérculos Kilogramos
de follaje planta de tallos  por mata por hectarea

Bloque 1 52.53 85.51 0.3828 416.38*** 8338660
Trat. Ajus 63  1773.82***  1282.00**  9.4046* 1.7713* 166380029***
Bloques 14  35.74 893.73 1.004 22.09 16166605
incompletos (K)
Complementarios cm cm Unid. Unid. Kg/ha
Eficiencia 0.81 0.81 0.81 0.81 0.81
cv 8.07 24.46 34.62 35.96 32.31
Media 88.79 97.90 6.49 12.8 13338.2
Maximo 169.75 155.57 14.0 31.92 50592
Minimo 17.25 13 1.0 1.69 760.5

3.5. Correlacion de los parametros cuantitativos de rendimiento

La Figura 8 muestra la correlacion que tiene cada par de pardmetros, siendo los mas
relacionados los parametros nimero de tallos y tubérculos/mata en un (r=0.93),lo cual
indica que a mayor numero de tallos incrementara de manera directa los tubérculos por
mata, seguidas de la correlacion del didametro de follaje y la altura de planta (r=0.42),
mientras que la altura de follaje y el numero de tallos estan correlacionados también
positivamente (r=0.24), por ultimo el pardmetro de tubérculo/mata y kilogramos/hectérea
(r=0.14); no se observa valores negativos de correlacion, lo que indica que todos

contribuyen al rendimiento.

Figura 8
Correlacion de los 5 parametros de rendimiento en 64 tratamientos de papas nativas.
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Mufioz (2024) identific6 que la mayor correlacién fue entre tubérculos/mata y
kilogramos/hectérea en un 72% mayor que la correlacion (14%), pero la correlacion de
numero de tallos y tubérculos/mata en este trabajo es mayor (93%) que fue reportado por
Mufioz (29.7%). Tratandose de las mismas accesiones sembradas, la diferencia se expresa
en el fenotipo, ya que en este trabajo fueron sembradas a menor altitud y en otras

condiciones climatologicas.

4.  CONCLUSIONES

1. Elprotocolo estandarizado PCR punto final para el gen Sen2 resistente a Synchytrium
endobioticum consta de un Master mix con volumen de 20uL 1Rx (3.76uL NFW;
4.0uL Buffer; 1.6 uL MgClz; 0.4dNTPs; 3.0uL del primer F y 3.0uL del primer R;
0.24uL Taq polimerasa y 4.0uL. de ADN [20 ng/uL]); el perfil térmico consta de 35
ciclos (T° calentamiento 93°C por 3 minutos, Denaturacion 93°C por 4 minutos,
Annealing 60°C por 45 segundos, Extensién 72°C por minuto y medio, y extension
final de 72°C por 10 minutos) visualizadas en gel de agarosa al 2% corridos
90V/70A/60°. Y para PCR tiempo real 1Rx de 10uL HiSYBR (Sybergreen) [1X];
2uL primer F [10uM] y 2uL primer R [10uM] y 4uL ADN molde [A:20 ng/uL; B:
10 ng/uL]; 2uL NFW, completando el volumen total de 20uL con el mismo perfil
térmico.

2. A condiciones ambientales de 2756 m.s.n.m las papas nativas presentaron: valores
de diametro de follaje de 18.58cm hasta 166.0cm (T30 “Atuq papan” y T33 “PN5”
respectivamente); la altura de planta fue de 13.14cm hasta 145.9cm (T44 “Huamanpa
uman2” y T55 “PN8” respectivamente); el numero de tallos fue de 0.98
unidades/mata hasta 14.12 unidades/mata (T30 “Atuq papan”y T37 “Camotillo”); el
namero de tubérculos/mata fue de 1.96 tubérculos/mata hasta 27.89 tubérculos/mata
(T30 “Atuq papan”y T37 “Camotillo” respectivamente); el rendimiento minimo fue
de 600.38 kg/ha hasta un maximo de 47571 kg/ha (T15 “Puka sawinto” y T63
“Yungay” respectivamente). Los componentes de rendimiento que més influyeron
son diametro de follaje (r=0.2)>altura de planta (r=0.18)>el ndmero de
tubérculos/mata (r=0.16)>peso de tubérculos kg/ha (r=0.14); los parametros mas
correlacionados son numero de tallos y tubérculos por mata (r=0.93), teniendo una

relacién directamente proporcional.
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