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RESUMEN

RESUMEN

La zona sur de Chile es considerada subcentro de origen de la papa cultivada a nivel
mundial, motivo por el cual en el Banco genético de la Universidad Austral de Chile se
conservan accesiones de la forma cultivada Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum
Hawkes. Estos individuos provienen de colectas realizadas principalmente en la Isla de
Chiloé y Archipiélago de los Chonos.

El material colectado ya ha sido caracterizado morfolégicamente y con técnicas
electroforéticas, con la finalidad de eliminar duplicados, sin embargo, no ha sido
estudiada a nivel molecular (secuencias de ADN). El objetivo principal de esta tesis fue
determinar la diversidad genética de las papas nativas que se cultivan y crecen en el sur
de Chile y sus relaciones de parentesco.

Mediante siete marcadores del tipo microsatélites del nucleo (SSRs), fueron
analizadas 249 accesiones de Solanum tuberosum ssp. tuberosum nativas del sur de
Chile, las que fueron agrupadas segun su origen e informacion disponible en tres grupos:
Chiloé(n=41), constituido por variedades tipicamente -chilotas; Chonos(n=11), con
material silvestre colectado en el Archipiélago de los Chonos, y Coleccion(n=197),
formado por accesiones distintas a Chonos y variedades tipicamente chilotas, colectadas
en la Isla de Chiloé y otros lugares del sur de Chile. Como referencia se utilizé el grupo
Europeas(n=24), con cultivares antiguos europeos.

En el material nativo del sur de Chile se detectaron en promedio 9,86 alelos/locus.
Para Coleccion se detectaron 9,29 alelos/locus, seguido por Chiloé con 7,71 alelos,
Chonos con 6,29 y Europeas con 5,7 alelos/locus. El grupo que presentd la mayor
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diversidad genética fue Chonos (0,82), seguido de Chiloé (0,78), Coleccién (0,74) y
Europeas (0,74).

Esta alta diversidad del material chileno fue acompafada de un alto porcentaje de
individuos heterocigotos (88%) con indices de heterocigosidad de 0,52 en Chiloé a 0,46
en Chonos. Las distancias genéticas entre grupos fueron muy bajas, siendo la mayor
entre el grupo Chiloé y Europeas (0,01), poniendo de manifiesto el alto parentesco de las
papas nativas del sur de Chile con las variedades antiguas europeas.

Mediante la visualizacién de las distancias genéticas en forma de dendrogramas y
coordenadas principales para todas las accesiones estudiadas, se determiné que se
formaron grupos pero independientes del origen geografico en que se colectaron las
muestras.

La genotipizacion permitié determinar que el 99,2% del material nativo presenta un
patrén genético unico, lo que permite inferir que el nimero de duplicados es muy bajo.

El gran numero se alelos encontrado en las papas nativas de Chile, dentro de los
cuales un alto porcentaje no estuvieron presentes en las variedades europeas, y a los
valores de diversidad genética encontrados, revelan el gran valor que presenta el banco
de germoplasma de papas mantenido en la Universidad Austral de Chile. Se espera que
los conocimientos generados en relacion a la base genética de las papas nativas de
Chile, contribuyan a hacer de este valioso material un mayor y mejor uso por parte de los
fitomejoradores, aprovechando asi el potencial genético que presentan para el
mejoramiento del cultivo.

SUMMARY

Southern Chile is considered a subcenter of the origin of cultivated potatoes in the world,
for that reason in the gene bank of the Universidad Austral de Chile, accessions of the
cultivated species Solanum tuberosum ssp. tuberosum Hawkes are conservated. This
material was collected in Chiloé Island, the Chonos Archipelago and the adjacent areas in
south-central mainland Chile.

These accessions have been morphologic and electroforetically characterized
through protein and esterase techniques to eliminate duplicates. However, their molecular
level (DNA sequence) has not been yet studied. The main objective was to determinate
the genetic diversity in wild and cultivated potatoes that grow in southern Chile, and the
relationships between them.

Two hundred and forty nine chilean native accessions of S. tuberosum ssp.
tuberosum were analyzed by seven nuclear microsatellites markers (SSRs). These were
previously gathered in three groups accord to origin and available information:
“Chiloé”(n=41) conformed by typically Chiloé Island varieties, “Chonos”(n=11) with wild
accessions collected in Chonos Archipelago and “Colecciéon’(n=197) with material
different to Chonos and Chiloé collected in southern Chile. As reference 23 old european
varieties were used.
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RESUMEN

By means the genotyping were assessed that the 99,2% of the native potatoes of
Chile presented an unique genetic pattern, and it permits to conclude that the number of
duplicates is very low.

This native material presented an average of 9,8 alleles/locus. In the “Coleccion” was
detected 9,29 alleles/locus, followed by “Chiloé” with 7,71 alleles, “Chonos” with 6,29 and
“Europeas” with 5,7 alleles/locus. The group that presented the highest genetic diversity
was “Chonos” (0,82), then “Chiloé”(0,78), “Coleccion” (0,74) and “Europeas” (0 74).

The large diversity of chilean potatoes was associated with a high percentage of
heterozygous individuals (88%), with a Heterozygosity Index of 0,52 in “Chiloé” to 0,46 in
“Chonos”. The groups are closely related, appearing the greater distance between
“Chiloé” and “Europeas” groups(0,01 value). This is an evidence of the high level of
kinship between chilean and old european varieties. The genetic distance was visualized
by means of dendrograms and principal coordinates analysis. Relation between the
phylogenetic groups and geographic origin in which the plants were collected, was not
found.

The presence of high allelic diversity in chilean native potatoes and an important
number of unique alleles or exclusives that were not present in old european varieties,
added to the high levels of genetic diversity found in this material, evidence the great
value of the potato germplasm bank maintained in the Universidad Austral de Chile. It is
expected that the knowledge obtained in this work about genetic base of the chilean
potato germplasm, contribute to make a greater and better use of this valuable genetic
material by plant breeders, taking advantage of the genetic potential that present these to
genetic improvement of cultivated potato.
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1. INTRODUCCION

La zona sur de Chile es considerada como subcentro de origen de la papa cultivada
Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum Hawkes. Es por este motivo que investigadores de
la Universidad Austral de Chile se han preocupado desde hace afios por colectar,
mantener y evaluar material nativo silvestre y cultivado de papas, logrando formar el
Banco de Germoplasma Chileno de Papas.

Debido a la gran cantidad de material colectado y a la dificultosa mantencién que
esto acarrea, se hizo necesario establecer métodos para eliminar aquel material que
correspondiese a duplicados, esto se realizé mediante pautas de clasificacion morfolégica
y posteriormente utilizando nuevas técnicas, como la electroforesis de proteinas y
esterasas.

Muchas veces debido al desconocimiento que se tiene de la organizacion genética
de un banco de genes, y a las relaciones existentes entre el material colectado, se hace
dificultoso su uso en programas de mejoramiento.

Mediante la utilizacion de técnicas moleculares basadas en el estudio de las
variaciones de la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN), los marcadores
moleculares se presentan como una poderosa herramienta para el estudio del material
genético de las papas nativas de Chile. Una de estas técnicas, que se basa en la
reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) y que permite la amplificaciéon de secuencias
de nucleétidos repetitivos y altamente conservados en el genoma, son los microsatélites.
Este tipo de marcadores presentan la ventaja de ser altamente polimérficos y distinguir
entre individuos homocigotos y heterocigotos, ademas de haber sido ya desarrollados en
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S. tuberosum. Estas caracteristicas los hace muy utiles para estimar la diversidad alelica
dentro de la coleccion chilena de papas.

La hipdtesis planteada en este trabajo es que la especie S. tuberosum ssp.
tuberosum originaria del sur de Chile es de alta variabilidad genética.

El objetivo general de este trabajo es evaluar la diversidad genética de papas nativas
(Solanum tuberosum ssp. tuberosum L.) silvestres y cultivadas del sur de Chile, mediante
el uso de marcadores microsatélites.

Entre los objetivos especificos propuestos se encuentran:
- Cuantificar la diversidad genética de las papas nativas del sur de Chile.

- Determinar si existe relacion entre el lugar de origen de las accesiones y los grupos
filogenéticos.

- Detectar la presencia de posibles duplicados en la coleccion estudiada.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes de la papa cultivada

En el mundo existen mas de 2000 especies dentro del género Solanum , el que esta
dividido en varios Subgéneros, encontrandose la papa dentro del Subgénero Potatoe
(G.Don) D’Arcy. ElSubgénero Potatoe posteriormente ha sido dividido en secciones,
donde la Seccién Petota incluye las especies formadoras de tubérculos, y que a la vez
esta dividida en 19 Series (HAWKES, 1990). Dentro de la Serie Tuberosa se encuentra la
especie tetraploide cultivada Solanum tuberosum ssp. tuberosum y S. tuberosum ssp.
andigena, otras especies diploides cultivadas emparentadas, y un gran numero de
especies silvestres no cultivadas posiblemente emparentadas (GRUN, 1990).

La papa cultivada a nivel mundial es denominada Solanum tuberosum ssp.
tuberosum Hawkes. Sin embargo, existen siete especies de papas cultivadas, incluyendo
a S. tuberosum y que corresponden a las especies S. ajanhuiri, S. chaucha , S.
curtilobum, S. juzepczukii, S. phureja'y S. stenotomum (HUAMAN y SPOONER, 2002).

Segun HAWKES (1972a), las especies de papas se distribuyen desde el estado de
Colorado y Utah en Estados Unidos hasta la isla de Chiloé en el sur de Chile,
encontrandose desde el nivel del mar hasta por sobre los 4500 m. en Los Andes
sudamericanos.
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Los niveles de ploidia han sido de gran importancia en la clasificacion e identificacién
de papas cultivadas. Los primeros conteos de cromosomas en papas cultivadas y el
descubrimiento de distintos niveles de ploidia (diploides, ftriploides, tetraploides y
pentaploides) son mencionados por BUKASOV (1939). El autor utilizé esta informacion
para especular sobre el origen de algunas especies de papas, que al parecer serian
hibridos entre otras especies de papas.

Dentro de la especie S. tuberosum L. (2n=48) se incluyen todos los cultivares
tetraploides, distinguiendo al grupo de los Andes como subespecie andigena y a las
nativas de la Isla de Chiloé, archipiélago de los Chonos y areas adyacentes en el sur de
Chile continental, como subespecie tuberosum (HAWKES, 1972b; HAWKES, 1990). Las
poblaciones chilenas de papa y los cultivares modernos son clasificados en forma
colectiva con el nombre de S. tuberosum ssp.tuberosum debido a sus similitudes
morfoldgicas y de adaptacion a floracion y tuberizacion bajo condiciones de dia largo
(Hawkes, 1990, citado por HUAMAN y SPOONER, 2002).

2.1.2. Origen y evoluciéon de Solanum tuberosum L. Segun Bukasov (1966; 1970)
el centro de diversidad genética de las papas cultivadas estd en Sudamérica, y
asumiblemente el centro de origen de las primeras papas cultivadas es alrededor del
Lago Titicaca. Ademas, como centro secundario de variabilidad de papas cultivadas se
considera a la zona sur de Sudamérica, particularmente Chile (GRUN, 1990).

Hawkes (1979, 1988), citado por ESTRADA (s/f), menciona que las primeras papas
domesticadas pertenecieron a la especie Solanum stenotomum, la cual derivé de S.
leptophyes. A su vez , S. stenofomum probablemente se cruzé con S. sparsipilum, una
especie silvestre diploide para producir S. andigena , precursora de la papa tetraploide
actual (ssp. andigena 'y ssp. tuberosum) (Figura 1).

10
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FIGURA 1. Relaciones evolutivas de las papas cultivadas y sus niveles de ploidia.
FUENTE: HAWKES (1994).

Datos histdricos indican que la papa fue introducida a Europa en dos ocasiones, una
a Espana en 1570, y que corresponderia a papas del tipo Andigena procedentes de la
zona norte de los Andes. Una segunda habria ocurrido cerca de 1590 a Gran Bretana, la
cual se cree que fue independiente de las primeras introducciones espafolas
(SIMMONDS, 1979; HAWKES, 1994; BROWN, 1990).

Sin embargo, la teoria rusa de Bukasov del origen de la papa en Europa, indica que
fue en Chiloé donde se originé la especie S. tuberosum L., y que ésta se habria originado
a partir de dos especies chilenas tetraploides: S. leptostigma y S. molinae. De esta forma
la especie chilena habria sido llevada a Europa en alguna de sus variedades,
participando fuertemente en la formacion de la papa antigua cultivada en el viejo mundo
(CONTRERAS, 1987).

Al respecto SALAMAN (1949), sefala que Drake recibié papas en el ano 1578 de los
naturales de Isla Mocha (Concepcién). FUESS (1938), menciona que el antiguo grupo de
cultivares inglés-norteamericano tendria su origen en material chileno llevado desde Chile
a Inglaterra alrededor de 1586 via Cartagena. Por otro lado datos apuntados por
SIEBENEICK (1948), hacen referencia a que la variedad Paterson Victoria, una antigua
variedad inglesa, habria sido introducida en el siglo XVII desde Chile a Irlanda, y de alli
algo después a Inglaterra.

Segun DODDS (1966), la tesis de la introduccién de la papa de Chiloé no tiene
fundamentos, ya que los datos histéricos son contrarios a dicha tesis, y ademas que la
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papa andina tiene la potencialidad genética para desarrollar rapidamente tolerancia a
dias largos. Indicando que ya en Europa una de las primeras respuestas adaptativas de
la planta fue la tolerancia a dias largos.

No obstante, una variedad chilena, fue muy importante en la fase tardia del
mejoramiento de la papa. SIMMONDS (1979), menciona que la variedad “Rough Purple
Chili” (Parpura casposa de Chile), fue introducida alrededor de 1850 a Estados Unidos
debido a la necesidad que se tenia de crear variedades resistentes al tizon tardio, siendo
utilizada ampliamente en programas de mejoramiento de éste cultivo. En la actualidad
esta variedad es considerada como uno de los “ancestros universales” de la papa
cultivada en el mundo (BROWN, 1990). Como descendencia de este material, van Rathlef
(1933), menciona mas de 600 variedades europeas y americanas emparentadas en linea
directa con la Purpura casposa de Chile (CONTRERAS, 1987). Entre otras variedades
chilenas importantes que contribuyeron a este proceso pueden mencionarse a Daber,
Chilote Indianer y Villaroela entre otras (HAWKES, 1956; GLENDINNING, 1975;
PLAISTED y HOOPES, 1989).

Segun ESTRADA (s/f), producto de las sucesivas introducciones de material de
especies silvestres y cultivadas como S. demissum, S. phureja, y S. chacoense por
presentar resistencia a enfermedades y en algunos casos sus hibridos tener mayor
rendimientos, se produjo una nueva diversidad genética en Europa a partir de la segunda
mitad del siglo XX.

21.3. Evolucion de S. tuberosum subespecie tuberosum. Similitudes
morfoldgicas entre S. tuberosum ssp. andigena y ssp. tuberosum sugieren que esta
ultima subespecie se originé de la seleccion de la ssp. andigena en el sur de Chile y
Argentina para dar origen a la ssp. tuberosum, y en una segunda ocasion en el norte de
Europa para producir la papa cultivada y distribuida en todo el mundo (GRUN, 1990;
HAWKES, 1990).

Algunos autores sugieren que la evolucién de S. fuberosum ssp. tuberosum surgio
probablemente del cruce entre ssp. andigena como progenitor macho y otra especie
silvestre no identificada, la cual contribuyé con los évulos y por lo tanto con factores
citoplasmaticos de esterilidad (GRUN, 1990, ESTRADA, s/f).

Rickeman y Desborough (1978), citados por HAWKES (1994), compararon las
especies cultivadas S. tuberosum ssp. tuberosum con la ssp. andigena, S. stenotomum 'y
S. phureja mediante electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida, llegando a la
conclusion de que la ssp. andigena fue derivada de la cruza de S. stenotomum y una
especie diploide, a la vez que la ssp. tuberosum derivo de la ssp. andigena.

Esto concuerda con lo citado por otros autores con respecto a la hipotesis del origen
de la ssp. tuberosum, y que al parecer fue producto del cruzamiento de la ssp. andigena
con una especie silvestre no identificada que le aportd factores de esterilidad; Siendo las
especies que se barajan S. magliay S. chacoense, pero esto aun no ha sido determinado
(GRUN, 1990). Los antecedentes que vincularian a S. maglia como posible progenitor de
la ssp. tuberosum fueron aportados por UGENT et al.(1987), en base a especimenes de
S. maglia encontrados en el sitio arqueoldgico de Monte Verde, que datan de hace
13.000 anos. El estado de conservacion en que se encontraron indicarian su aparente
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consumo por parte de pueblos aborigenes, representando el registro mas antiguo de
papas en Chile. Estos autores en base a similitudes de los granos de almidén entre S.
magliay S. tuberosum ssp. tuberosum, proponen a ésta especie silvestre como el posible
progenitor de la ssp. tuberosum.

2.2. Germoplasma Chileno de Papas y estudios de
clasificacion

En Chile se han podido determinar las siguientes series dentro de la seccion Petota: serie
Cuneolata Hawks, con la especie S. infundibuliforme Phil.; serie Etuberosa Juz., con S.
etuberosum Lindl., S. fernandezianum Phil. y S. palustre Poepp. Ex. Schltd; serie
Juglandifolia (Rydb.) Hawkes, con S. lycopersicoides Dun. y S. sitiens Johnston; serie
Maglia Bitt. con S. maglia Schltd.,y serie Tuberosa con S. tuberosum ssp. andigena y S.
tuberosum ssp. tuberosum (CONTRERAS, 2000). Segun SPOONER et al. (1991), las
especies S. etuberosum, S. fernandezianum, S. palustre, S. sitiens, y S. tuberosum ssp.
tuberosum son consideradas como endémicas de Chile.

Debido a esta riqueza presente en el pais, en 1956, investigadores de la Universidad
Austral de Chile crean una coleccion de germoplasma de estas especies (CONTRERAS,
1978). Posterior a esto se han realizado multiples expediciones recolectoras de material
silvestre y cultivado, principalmente a la Isla de Chiloé (CONTRERAS y RAMIREZ, 1978;
CONTRERAS et al., 1979; CONTRERAS et al., 1980; CONTRERAS y MONTALDO,
1985; CONTRERAS et al., 1986; CONTRERAS y THOMANN, 1986, y CONTRERAS et
al., 1993).

Evaluaciones de este material, indicarian la importancia que presenta el material
nativo chileno en mejoramiento nacional e internacional de la papa, debido a que éste
presenta caracteristicas altamente deseables como resistencia a enfermedades
bacterianas, fungosas y virales, buena calidad nutritiva, resistencia a factores ambientales
adversos como estrés hidrico, rendimiento, etc. (CONTRERAS, 1987).

Los primeros estudios realizados en el material chileno se basaron principalmente en
un ordenamiento taxonémico del material. Carlos Reiche en 1910 propone una nueva
agrupacion de las papas chilenas, agrupandolas casi todas bajo el nombre de S.
tuberosum. Mediante amplias descripciones de las papas de Chile a base de material
herborizado, Bitter en 1911 y 1912, trata de poner orden con respecto a la amplia
sinonimia existente. Otro estudio encargado por el Ministerio de Agricultura a Alvaro
Montaldo en 1941, consistié en la recoleccion de papas silvestres y cultivadas desde las
Provincias de Valdivia a Chiloé, luego de lo cual vendria la isla de Juan Fernandez,
ademas de la zona comprendida entre Coquimbo y Aysén (MONTALDO y SANZ, 1962).

CONTRERAS (1969), a través de analisis anatomorfolégicos pudo determinar una
clasificacion y una identificacién de sinonimias en una colecciéon de papas chilenas. Sin
embargo, este autor hace referencia a la influencia de determinados factores, en especial
al medio ambiente en la variacién de caracteristicas botanicas de la papa, modificando el
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desarrollo normal de la planta. Estas caracteristicas pueden no ser suficientes para
determinar un cultivar.

Utilizando electroforesis de proteinas y esterasas investigadores de la Universidad
Austral de Chile (MACIAS, 1986; MACIAS et al., 1989; CONTRERAS y MANCILLA, 1989;
JOPIA, 1997) han podido identificar clones de variedades de S. fuberosum ssp.
tuberosum , logrando detectar sinonimia dentro de la coleccidn dado por los distintos
patrones electroforéticos encontrados.

Esta técnica presenta una importante ayuda porque permite hacer una rapida y
certera identificacion entre clones de papa, lo que es importante en el mantenimiento de
bancos de genes (CONTRERAS y MANCILLA, 1989). Siendo de gran utilidad cuando se
hace necesario evaluar un gran numero de individuos, a un precio comparativamente
bajo, permitiendo hacer una primera identificacion, reduciendo la cantidad de individuos a
analizar mediante marcadores moleculares de mayor poder resolutivo (CAMPOS vy
SALVO, 1995).

Con respecto a la diversidad genética del material chileno, GLENDINNING (1975) y
GLENDINNING (1978) opinan que es un material altamente imbridado, y por lo tanto de
una base genética muy estrecha, lo que la hace poco util para el mejoramiento.

El mayor conocimiento de la constitucién genética de las especies cultivadas y
silvestres puede permitir un uso mas eficiente del germoplasma en el mejoramiento de
plantas. Es asi como los marcadores moleculares representan una poderosa herramienta
para determinar la diversidad genética de una especie (dentro de poblaciones y entre
ellas), distribucion geografica de esta diversidad y el nivel de introgresion o movimientos
de genes desde otras especies (PAREDES et al., 1999).

2.3.Marcadores moleculares

CAMPOS (1995), define a los marcadores moleculares como toda variabilidad de
naturaleza bioquimica / molecular susceptible de ser de algun modo asociada con la
variabilidad de algun parametro morfoldgico / agronémico.

2.3.1. Marcadores bioquimicos. Los marcadores bioquimicosmas conocidos vy
utilizados en plantas son las isoenzimas y las proteinas de almacenaje de las semillas
(VAZQUEZ et al., 2000).

Por su naturaleza fenotipica las isoenzimas presentan un bajo nivel de polimorfismo
y poseen una herencia mendeliana codominante (GRATTAPAGLIA y FERREIRA, 1996).

Si bien es cierto las proteinas de reserva son abundantes en las semillas, y el grado
de polimorfismo detectado es mas elevado que el de las isoenzimas, presentan la
desventaja que el numero de locus que detectan es reducido resultando en una
discriminacion genotipica no muy elevada (CAMPOS, 1995).

Recientemente HUAMAN et al. (2000), utilizando isoenzimas fueron capaces de
determinar la diversidad genética en cultivares de S. tuberosum ssp. andigena a partir de
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una coleccion base o “core colection”. El autor sefala que la informacién entregada por
las isoenzimas con respecto a la cantidad de diversidad genética es mas confiable que la
entregada por descriptores morfoldgicos.

2.3.2. Marcadores genotipicos. En los ultimos afios se ha desarrollado una serie de
métodos basados en el examen directo de las moléculas del acido desoxirribonucleico
(ADN), destinados a detectar polimorfismo a nivel genético (PAREDES et al., 1999). Entre
las técnicas de marcadores genotipicos que se basan en la variabilidad de las secuencias
genéticas (ADN), destacan los fragmentos de restriccion polimérficos (RFLPs),
amplificacion al azar de ADN (RAPDs), fragmentos polimérficos de ADN amplificados
(AFLPs) y marcadores microsatélites (SSRs) (CAMPOS, 1995).

GRATTAPAGLIA y FERREIRA (1996) senalan que en los RFLPs el polimorfismo
esta dado por el tamano del fragmento de ADN que se genera al ser digerido por una
enzima de restriccion, donde el ADN es separado mediante electroforesis, luego de lo
cual es hibridado con sondas marcadas con isétopos radiactivos o no radiactivos,
revelandose en una fuente de rayos X.

Los RFLPs han sido uno de los marcadores genéticos mas utilizados en el
mejoramiento genético. En papa, distintas poblaciones diploides han sido extensamente
mapeadas (Bonierbale et al., 1998; Tanksley et al., 1992; Gebhardt et al., 1989 citados
por MILBOURNE et al., 1998).

La técnica de la Reaccién de la Polimerasa en Cadena (PCR) a contribuido a generar
varios marcadores genéticos como RAPDs, AFLPs y microsatélites (CAMPOS, 1995).
Esta técnica fue desarrollada por Mullis y Faloona (1987), como un método para
amplificar secuencias especificas de ADN. Un ciclo PCR (Figura 2) consiste de 3 etapas:
en la etapa de denaturacion mediante el aumento de la temperatura a cerca de 95 °C se
separan las 2 hebras de la molécula de ADN. En la segunda etapa llamada de
acoplamiento (“annealing”) la temperatura es reducida a 35-60 °C para permitir que los
partidores hibridizen con las secuencias complementarias del ADN , y en la ultima etapa
el partidor sirve como molde y actia como complejo de iniciacion para la ADN
polimerasa. En esta etapa ocurre la elongacion de la nueva hebra de ADN, gracias al
aumento de la temperatura a 72 °C, temperatura 6ptima de trabajo de la ADN polimerasa
de Thermus aquaticus (Taq). Esta enzima cataliza la union de los nucledtidos
complementarios a la hebra molde (STOLOVITZKI y CECCHI, 1996).
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FIGURA 2. Esquema de la Reaccion de la Polimerasa en Cadena (PCR).

Los RAPDs se obtienen mediante la amplificacion por PCR del ADN gendmico
usando un solo partidor. La amplificacién se producira si los partidores estan situados a
una distancia corta, entre 200 y 2000 pares de bases (GARCIA-MAS et al., 2000). De
acuerdo a CAMPOS (1995), la desventaja de los RAPDs es la poca reproducibilidad entre

distintos laboratorios. Por otro lado

la técnica conocida como AFLPs combina

fundamentos de los RFLPs y la PCR. La eficiencia en detectar polimorfismo puede ser
varias veces mayor que la obtenida con los RAPDs y RFLPs (BECERRA y PAREDES,
2000). Entre sus desventajas esta el hecho de poseer muchas etapas, necesitar un gran
equipamiento y ADN de alta calidad, lo que aumenta los costos (GRATTAPAGLIA y

FERREIRA, 1996).

En el Centro Internacional de la Papa (CIP) colecciones de papa ya han sido
caracterizadas en los ultimos afios con marcadores del ADN, incluyendo RAPDs, AFLPs,

y microsatélites (GHISLAIN et al., 2000).
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2.3.3. Marcadores microsatélites (SSR s ). Las secuencias simples repetitivas
(SSRs) o microsatélites, son secuencias cortas de ADN repetidas en tandem vy
generalmente menores a 100 pares de bases (pb.) (TAUTZ y RENZ, 1984). Estas
secuencias, por lo general, son repeticiones de dinucleétidos (ej.: CAn; CA -CCA-CA ),y
en el genoma de los vegetales el dinucledtido mas abundante es el 'AT donde n
representa el numero de repeticiones del motivo (Figura 3) (Smulders et al., {]997, citado
por GARCIA-MAS et al., 2000).

Se piensa que el mecanismo por el cual mutan los microsatélites es debido al
deslizamiento (disociacion y asociacion equivocada) de la cadena de ADN que esta
siendo replicada, produciéndose la insercion o deleccion de unidades repetitivas, por lo
tanto alterando el tamario del alelo (KRUGLYAK et al., 1998).
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FIGURA 3. Diagrama del desarrollo de marcadores del tipo microsatélites.
FUENTE: Adaptado de GARCIA-MAS et al. (2000).

Mediante el disefio de partidores especificos para las secuencias mas conservadas
que flanquean el motivo repetido, se puede amplificar via PCR la region repetitiva
(GARCIA-MAS et al., 2000). El polimorfismo de un locus microsatélite puede ser
comprobado sobre la base de una corrida electroforética de productos PCR y la
visualizacién de todos los alelos posibles para el locus (Rafalski et al., 1996 citado por
MILBOURNE et al., 1998).

2.3.3.1. Ventajas de los microsatélites en la caracterizacion genética. Entre las
ventajas del uso de secuencias microsatélites para detectar polimorfismo, POWELL et al.
(1996), menciona las siguientes: son relativamente abundantes y con una cobertura
uniforme del genoma; hipervariables, es decir, entregan un alto contenido de informacion,
lo cual es una caracteristica del niumero y frecuencia de alelos detectados; son
codominantes y altamente reproducibles; basadas en la PCR, y cada locus definido por
una secuencia de partidores.
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Los marcadores microsatélites, al ser de naturaleza codominantes, contribuyen al
conocimiento de la diversidad alélica de una coleccion (ZHANG et al., 2000). En cambio
los marcadores dominantes como RAPDS y AFLPs son limitados en cuanto a la
informacion que entregan con respecto a identidad y distincion (GHISLAIN et al., 2000).

En un estudio comparativo realizado en variedades de papa tetraploide, utilizando las
técnicas de RAPDS, AFLPS, SSRS, elSSRS se determind que los cuatro marcadores
permiten la identificacién de papas tetraploides. Sin embargo, difieren en el numero de
perfiles generados por par de partidores, por cultivar o Indice Genotipico (IG), siendo los
mas altos para SSRS y AFLPS. Por otro lado la reproducibilidad mostrada por las
secuencias microsatélites fue de un 100% (MC GREGOR et al., 2000).

Segun GHISLAIN et al. (2000), la ventaja de los marcadores codominantes como
microsatélites, es la posibilidad de mostrar todos los alelos de un locus simple en
individuos heterocigotos, de modo que entregan mayor informacion para establecer
relaciones genéticas entre individuos.

Gracias al trabajo realizado por MILBOURNE et al. (1998), en el cual desarrollaron
marcadores microsatélites polimérficos especificos para S. tuberosum, se hace mucho
mas facil el estudio de la especie con estas secuencias. Otra ventaja es que la ubicacion
dentro del genoma es conocida. GHISLAIN et al. (2000);GHISLAIN et al., (2003) utilizaron
parte de estos microsatélites para caracterizar un grupo de siete especies de papas,
incluida S. tuberosum ssp. tuberosum, logrando seleccionar un grupo de 23 microsatélites
en base a la calidad de ADN amplificado, su ubicacion en el genoma, y nivel de
polimorfismo detectado. Siendo esta informacion de gran utilidad para ser utilizada en el
manejo de bancos de germoplasma de papa.

2.3.3.2. Aplicaciones de las secuencias microsatélites en el mejoramiento genético
de plantas. La habilidad de distinguir entre individuos estrechamente emparentados es
particularmente importante para muchas especies cultivadas, las cuales tienden a tener
una estrecha base genética (POWELL et al., 1996). Es por esta razéon que los
microsatélites han sido usados en diversas especies anuales como: soya, arroz, maiz,
cebada, trigo y raps para medir diversidad genética (BECERRA y PAREDES, 2000).

Segun POWELL et al. (1996), uno de los primeros usos de los SSR ha sido la
identificacion de variedades. HAWCHUK et al. (1996) utilizaron exitosamente estos
marcadores para la identificacion de cultivares comerciales de papa, mostrando esta
técnica una alta reproducibilidad en los alelos encontrados.

También con el desarrollo de los microsatélites se han creado grupos de ligamiento
para alguna especies, permitiendo usar estas secuencias como marcadores o
indicadores de caracteristicas importantes en los programas de mejoramiento (ZAVALA,
2002).

Uno de los usos mas recurrentes de estos marcadores segun BRYAN et al. (sff), es
el analisis de poblaciones de papa. Sin embargo, menciona que una de las aplicaciones
mas importantes que tendrian en un futuro, seria usar estos poderosos marcadores para
la caracterizacion genética de germoplasma de papas.

Estudios realizados por RAKER y SPOONER (2002), en Solanum tuberosum ssp.
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tuberosum y ssp. andigena utilizando regiones microsatélites permitieron distinguir a
ambas subespecies, y a éstas de otras especies de papas cultivadas y silvestres, de tal
forma que estos resultados apoyarian las diferencias genéticas entre ambas poblaciones
de S. Tuberosum.

Estos mismos autores, hacen referencia a que el alto nivel de polimorfismo y
heterocigosidad de estas secuencias microsatélites en S. tuberosum, hace de estos
marcadores moleculares importantes herramientas para detectar diferencias genéticas
entre individuos muy relacionados.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1. Material

Los materiales utilizados en la parte experimental de la presente tesis, se describen a
continuacion:

3.1.1. Material vegetal. Se analizaron 249 accesiones de papas (Solanum
tuberosum ssp tuberosum) nativas del sur de Chile, dentro de las que se incluyen
accesiones nativas de la Isla de Chiloé (formada basicamente por variedades tipicas
chilotas), material silvestre colectado en el Archipiélago de los Chonos y material
colectado en otros lugares del sur de Chile. Ademas, fue utilizado como material de
referencia 24 cultivares antiguos europeos. Las accesiones se agruparon segun origen
geografico e informacién disponibles. Se formaron los siguientes grupos: “Chiloé”
(variedades tipicamente chilotas)(Anexo 1); “Chonos” (Anexo 3); “Colecciéon” (sin
informacién respecto a su origen geografico o accesiones distintas de Chiloé vy
Chonos)(Anexo 2) y “Europeas” (Anexo 4). Todo el material en estudio forma parte del
Banco de Germoplasma Chileno de Papas de la Universidad Austral de Chile.

3.1.2. Material de laboratorio. Los materiales y equipos de laboratorio usados para
llevar a cabo la investigacion son los siguientes:

- Equipos: Refrigerador a 4 °C (BOSCH)para almacenar reactivos que necesiten baja
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temperatura y freezer a — 20 °C para conservar las muestras de ADN, los productos
amplificados, ingredientes de la PCR y otros como marcadores de peso. Microcentrifuga
para tubos Eppendorf (Denverlnstrument) usada en la extraccion de ADN. Baiio_|laria
para la incubacion de muestras. Taladro (BOSCH). Termociclador marca PTC-100 (MJ
RESEARCH) para 96 muestras. Camara de electroforesis horizontal para geles de
agarosa. Horno microondas para preparar agarosa. Transiluminador (VILBERT
LOURMAT). Camara de electroforesis vertical para geles de poliacrilamida (SCIE-PLAS).
Fuente de poder para electroforesis 3000 V , 300 mA (CONSORT). Micropipetores de
2uL, 10 L, 20 uL, 100 pL, 200 pyL y 1000 pyL (RAININ), ademas de un micropipetor
multicanal de 2-20 uyL (RAININ). Balanza de precisiéon (Ohaus). Autoclave de control
manual para esterilizar material desechable y agua destilada-desionizada. Equipo
desionizador de agua(Barnstead). Bomba de vacio para el filtrado de la solucién stock de
poliacrilamida (GAST). Agitador para disolver soluciones, y vortex (LAB-LINE
INSTRUMENTS) para homogeneizar productos que estén en solucion.

- Material desechable: Tubos Eppendorf de 1,5 mL y de 0,2 mL. Puntas plasticas
para micropipetores. Guantes de latex.

- Material reutilizable: Material de vidrio (matraces, probetas, pipetas, vasos
precipitados, frascos SCHOTT de 100 mL, 500 mL y 1000 mL). Vidrios para preparar
geles de poliacrilamida (41 x 33 cm), separadores de plastico para los vidrios, peine
plastico para formacion de pocillos, doble clips. Espatulas de metal, varillas agitadoras
magnéticas, recipientes plasticos como bandejas con y sin tapa

3.1.3. Reactivos. Los reactivos utilizados en cada una de las metodologias se
mencionan a continuacion, asi como las caracteristicas de los compuestos y la empresa
fabricante, o el proveedor.

- Extraccion de ADN: Tris (TCL), sal sddica de etilendiaminotetra acetato EDTA
(GIBCO BRL), cloruro de sodio 1,4 M (Scharlau), bromuro de centriltrimetilamina CTAB
2% (MERCK), 2-Mercaptoetanol (BIO-RAD), bisulfito de sodio (Mallinckrodt), hidroxido de
sodio (Scharlau), cloroformo (TCL), alcohol isoamilico (MERCK), etanol 95% (TCL).

- Reaccién PCR: Tag DNA polimerasa 5 U/ul, buffer PCR 10X, cloruro de magnesio
50 mM y desoxiribonucleétidos trifosfato 100 mM c/u (Invitrogen).

- Electroforesis en geles de agarosa: Tris base, acido bérico (Mallinckrodt), EDTA 0,5
M pH 8,0 (GIBCO BRL), agarosa (TCL), azul de bromofenol (Aldrich Chem. Co.), glicerol
(Fluka), A DNA/Hind Ill (Fermentas), bromuro de etidio 10 mg/mL (GIBCO BRL).

- Electroforesis en geles de poliacrilamida: Tris, EDTA, acido bérico, urea (TCL),
acrilamida (TCL), bis-acrilamida gCL ), TEMED (TCL), persulfato de amonio (TCL), Silane
A 174 (MERCK), SIGMACOTE ™~ (SIGMA), xilen cianol (SIGMA), azul de bromofenol,
GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fermentas).

- Tincidon de geles con plata: acido acético glacial y nitrato de plata de EQUILAB;
carbonato de sodio, formaldehido 37%, y tiosulfato de sodio pentahidratado, marca
Scharlau.
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3.2. Método

En este capitulo se hace referencia a la metodologia empleada en cada una de las
etapas de la parte practica de esta tesis.

3.2.1. Extraccion de ADN. Para la realizaciéon de esta tesis se conté con ADN de
cada planta de papa, el que fue extraido en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Agrarias a partir de plantas cultivadas en invernadero. Este trabajo
fue realizado en su mayor parte por la Lic. en Agronomia Ménica Mathias el afio 2002.

El método utilizado fue el propuesto por DOYLE y DOYLE (1990), el que es
apropiado para un gran numero de especies vegetales. Consisti6 en macerar tejido
vegetal fresco dentro de tubos Eppendorf con 100 yL de tampdn de extraccion (CTAB
2%; mercaptoetanol 0,4%; NaOH 8M; NaHSO,, 0,38%) con la ayuda de un taladro. Luego
a cada tubo se le agregaron 400 uL de tampdn de extraccion y fueron puestos a incubar a
bafio maria a 65°C por 30 minutos, mezclando de vez en cuando por inversion.
Terminado el periodo de incubacién a cada muestra se le agrega un volumen de 500 uL
de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y se mezcla 5 minutos por inversion, para después
ser centrifugados a 14000 r.p.m. y recuperar el sobrenadante. El lavado de las muestras
con este solvente organico tiene como finalidad separar el ADN de otros compuestos
como polisacaridos y proteinas. La precipitacién del ADN se logra adicionando 1000 pL
de etanol 9601 frio y mezclando suavemente por inversion hasta que precipite el ADN. Se
centrifuga nuevamente por 5 minutos a 14000 r.p.m. y se elimina el sobrenadante,
quedando un pelet en el fondo de los tubos. A continuacién el pelet es lavado con etanol
7001 agitando por 5 minutos para después ser centrifugados 5 min. a la misma velocidad;
el sobrenadante es eliminado y el pelet se deja secar por unos 15 minutos a 350 en una
estufa. Finalmente se agrega un volumen de 100uL de agua desionizada estéril a cada
tubo y se deja resuspender el ADN por una hora a 35(]C. Posteriormente las muestras de
ADN fueron almacenadas en un freezer a —20 °C.

El ADN obtenido, se evalud en funcion de su calidad y concentracion mediante su
visualizacién en geles de agarosa al 1% peso/volumen (p/v). Los geles fueron preparados
agregando 0,4 gramos de agarosa en un volumen de 40 mL de buffer TBE 0,5X (44,5 mM
Tris-Acido Bérico (pH 8); 1 mM EDTA) y fundido en microondas y luego vertido en una
placa de electroforesis que contiene un peine con el cual se forman los pocillos. Se tomd
un volumen de 7uL del ADN extraido y mezclado con 3 pL de buffer de carga (60%
glicerol; 0,12% azul de bromofenol; 0,12% xilen cianol; buffer TBE 1X), el que se depositd
en los pocillos formados en el gel, usando ademas en el primer pocillo un marcador de
peso conocido (A DNA/Hind Il de Fermentas), el cual ayudé a estimar la longitud de los
fragmentos observados de cada muestra. La electroforesis se llevd a cabo en una
camara horizontal conteniendo buffer TBE 0,5X .

La corrida electroforética se realizé suministrando un voltaje de 50 volt, luego de lo
cual, el gel fue tefiido en bromuro de etidio (50 ng/uL) por 30 minutos y expuesto a una
fuente de luz ultravioleta (transiluminador VILBERT LOURMAT), donde se visualizan las
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bandas de ADN.

3.2.2. Seleccion de los marcadores microsatélites. Las secuencias microsatélites
que fueron utilizadas en esta tesis han sido descritas en la literatura para la especie
Solanum tuberosum, y los partidores para su amplificaciéon descritos por MILBOURNE et
al. (1998). El trabajo de seleccion de estos partidores se llevo a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular perteneciente al Instituto de Producciéon y Sanidad Vegetal, y algunos
ya habian sido usados para analizar parte del material en estudio. La sintesis de los
partidores fue llevada a cabo por MWG-Biotech (USA). Las caracteristicas de los
partidores seleccionados se describen en el Cuadro 1.

Para la eleccion de estos microsatélites se tomo6 en cuenta el hecho de que ya han
sido utilizados anteriormente en otras especies de papas cultivadas (Solanum spp.)
(GHISLAIN et al., 2000; GHISLAIN et al., 2003), son estables en la amplificacién, estan
ubicados en distintos cromosomas, y detectan un alto polimorfismo.

CUADRO 1. Caracteristica de los marcadores seleccionados.

Cédigo IéBérﬁgni%R:laciGecumndaqmuidor (5" -| Secuencia repédtitii&) Tamfﬁo (pb)
1 3’) laboratoi@dP
S029 STPACH8/ TTGATGAAAGGAATGCAGBTGTG ACGUTAAAGKAREBEAGAGTACGAC
S039 STM1054l ACAATTTAATTCAAGAACGE‘II’A)'Q’G CCAABTTTGTAZBGTICAATATGA
S042 STMOO3XI AATTTAACTTAGAAGAT'WKG)?P(C)%TTT&EGTTG @CTATGATA
AA ( C)7
(AT)4
S081 STM1104/111 TGATTCTCTTGCCTACTGIMBALCG CAABGTGGTGR=H8GCTGTGA
S101 STM110& TCCAGCTGATTGGTTAG@CI]‘ITG:QTGCG/B@TCTA CIBBAACATGG
S104 STM201¥II TTCGGAATTACCCTCTC:(](C:MAAAAAG@FACGC GCAGQEs
S106 STM2028 GCGTCAGCGATTTCAG I'(AIA'P%'T'T((IABCT@AACT(M@BHG CG

1SCRI: Scottish Crop Research Institute
2CIP: Centro Internacional de la Papa.

FUENTE: MILBOURNE et al. (1998): GHISLAIN et al. (2000): GHISLAIN et al.
(2003).

3.2.3. Condiciones de amplificacion de la técnica PCR para microsatélites. La
mezcla para la reaccion PCR se realizé en un volumen final de 25 L, la cual estuvo
constituida por Buffer PCR 1X (20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI); 1,6 mM MgCI2 ;2
mM de cada uno de los nucledtidos dATP, dGTP, dCTP y dTTP; 10 pmol de cada
partidor; 0,5 unidades de taq DNA polimerasa (Invitrogen), y una cantidad aproximada de
10 ng de ADN.

La preparacion de la mezcla para la reaccién PCR se hizo agregando todos los
componentes antes mencionados, a excepcion del ADN dentro de un tubo Eppendorf
para ser homogeneizados. Se prepard una cantidad suficiente para todas las muestras
que se quiere amplificar, preparando siempre un 10% mas del volumen final, para
considerar errores de pipeteo. Una vez que la mezcla estuvo lista, se dispensé en tubos
para reaccion PCR de 0,2 mL, a los cuales se les agregé previamente la cantidad de ADN
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recomendada.

La amplificacién de las secuencias microsatélites se llevé a cabo en un termociclador
modelo PTC-100™ (MJ Research™), usando el programa con los tiempos vy
temperaturas que se describen en las siguientes etapas: 3 minutos de denaturacion a 94
°C, seguido por 40 ciclos de 30 segundos a temperatura de denaturacién de 94 °C , 1
minuto a temperatura de hibridacién del partidor utilizado (Ta) (Cuadro 1) y 1 minuto de
elongacién a 72 °C, por ultimo una extension final de 5 min. A 72 °C.

Concluida la reaccion PCR, se procedié a chequear la correcta amplificacion de los
productos en un gel de agarosa al 1%. A continuacion le fue agregado un volumen de 12
ML de buffer de carga para SSR (94% formamida; 0,05% azul de bromofenol; 0,05% xilen
cianol; 2 Mm EDTA-Urea).

3.2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Esta es una técnica que permite separar el ADN cargado negativamente a través de
un campo eléctrico, migrando el ADN sobre una matriz porosa (gel de poliacrilamida) de
polo negativo a positivo. De esta forma se logran separar fragmentos de ADN de
diferentes tamafos, puesto que fragmentos de menor tamafio migran o avanzan mas
rapido que los de mayor tamano.

3.2.4.1. Preparacion de los geles. Los geles fueron preparados siguiendo el protocolo
propuesto por el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Internacional de la Papa;
CIP (1999). Los geles de poliacrilamida se obtuvieron haciendo polimerizar 60 ml de una
solucion stock de poliacrilamida al 6%(19:1acrilamida:bisacrilamida, Tris pH 8)
previamente preparada y almacenada en oscuridad a — 4 °C. La polimerizacioén se llevé a
cabo al agregar 330 pL de Persulfato de amonio 10% y 33 uL de TEMED (C H16N2) que
son catalizadores e iniciadores de la reaccion respectivamente. Esta solucion fue vertida
en el espacio que se forma al juntar dos vidrios separados por separadores de plastico
entre ambas superficies, lo que forma una especie de “sandwich”, y ambos vidrios son
unidos y fijados con la ayuda de dobles clips. Cuando el espacio entre los vidrios fue
llenado con la poliacrilamida liquida, se colocd una peineta en forma invertida, es decir,
que los dientes no queden en contacto con la poliacrilamida para dejar un espacio que
luego de la polimerizacién del gel, sirven para introducir la peineta con sus dientes hacia
el gel y asi formar los posillos que serviran para cargar las muestras. Uno de los vidrios
fue tratado con una solucion adherente (5 puL de Silane A 174; 5 l|JL de acido acético
glacial y 1,5 mL de etanol 95°) y el otro con repelente SIGMACOTE , esto hace posible
que una vez concluida la electroforesis y al separar ambos vidrios, el gel quede adherido
al vidrio tratado con la solucién adherente.

La preparacion de los geles fue realizada la tarde del dia anterior al dia en que serian
usados, para darle tiempo a la poliacrilamida a que polimerice. Una vez que el gel estuvo
listo, se procedio a retirar los clips y el separador de la parte inferior, lo que permite que el
buffer entre en contacto con el gel.

3.2.4.2. Electroforesis.Los productos PCR fueron separados mediante una
electroforesis en geles de poliacrilamida en una camara de secuenciacién vertical. Los
vidrios fueron fijados cuidadosamente a la camara, dejando en contacto con buffer TBE
1X (89 mM Tris-Acido bérico (pH 8); 2 mM EDTA) la parte superior e inferior del gel.
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Este tipo de electroforesis en geles de poliacrilamida se realizd en condiciones
denaturantes, por lo que antes de cargar las muestras, el gel tuvo que alcanzar una
temperatura de aproximadamente 58 °C, temperatura alcanzada luego de suministrar una
potencia constante de 90 watts por 45 min. aproximadamente.

Cuando el gel alcanzé la temperatura deseada, se procedié a cargar en los pocillos 5
ML de cada uno de los productos amplificados, y que habian sido previamente
denaturados en el termociclador a 95 °C por 5 min._y puestos sobre hielo. En el primer
pocillo se colocé el marcador de peso GeneRuler 50 bp. (Fermentas), ademas de
algunas muestras estandar que se incluyeron en todos los geles, entre las que se incluy6
a la variedad de papa Desirée. Esto permitio en todos los geles reconocer los distintos
alelos generados para cada marcador.

Las muestras fueron cargadas lo mas rapido posible para que la temperatura del gel
no bajara demasiado. La corrida se realizé a una potencia de 60 watts. El término de la
electroforesis fue determinada segun el avance de los colorantes constituyentes del
buffer de carga que contiene cada muestra, y el tamafo esperado de los fragmentos para
cada marcador. En el caso de los geles de poliacrilamida denaturantes al 6%, el xilen
cianol migra con fragmentos de ADN de 106 pares de bases (pb.), y el azul de
bromofenol, con fragmentos de 26 pb.

Terminada la corrida electroforética, los vidrios fueron separados para proceder a su
posterior tincién con nitrato de plata.

3.2.4.3. Tincién con plata de los geles. La tincion de los geles con plata comprendio
los siguientes pasos (CIP, 1999):

- Fijacion: Se prepard una solucion de acido acético glacial al 10% de 2 litros (usando
agua desionizada). El gel fue sumergido en esta solucion por 20 minutos agitando de vez
en cuando. Posteriormente se procedid a dar dos lavados en agua desionizada, de 2 min
cada uno.

- Tincion: Esta solucién se preparé en 2 litros de agua desionizada agregando 2 g de
AgNO3 y 3 mL de formaldehido 37%. La tincion se prolongd durante 30 min con agitacion
de vez en cuando.

- Revelado: La soluciéon de revelado se realizé en un volumen de 1,7 L, con 51 g de
NaCO, y 2,5 mL de formaldehido 37%. El gel fue mantenido en esta solucion hasta que
las bandas se hicieron visibles, luego de lo cual se procedid a detener el revelado en la
solucion de fijacidon anteriormente usada. Para finalizar se dié un ultimo enjuague y se
dejé secar para su posterior evaluacion.

3.2.5. Andlisis de los datos obtenidos. Los fragmentos (alelos) obtenidos para
cada locus microsatélite luego de la corrida electroforética y posterior tincién con plata,
fueron evaluados visualmente, comparando cada uno de los fragmentos obtenidos con
los fragmentos de referencia que se incluyeron en cada gel, es decir muestras estandar y
marcador de peso conocido. De esta forma se determiné el tamafio en pares de bases
para cada alelo. Con la informacion generada se construy6 una matriz binaria para cada
uno de los microsatélites usados y cada una de las accesiones, asignandose el numero
“1” a la presencia del alelo y “0” a la ausencia , como lo muestra el ejemplo de la Figura 4.
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FIGURA 4. Accesiones de S. tuberosum analizadas con un marcador microsatélite en gel
de poliacrilamida y matriz binaria con la genotipizacién de las accesiones estudiadas .

Con los datos de la matriz se calcul6 la distancia genética (NEI, 1978) entre cada uno
de los individuos y entre grupos, utilizando el programa POPGENE version 3.2.

Ademas, se calcularon varios parametros de diversidad genética como: niumero de
alelos totales, alelos por locus, heterosigosidad, y diversidad genética.

El Indice Relativo de Heterocigosidad (/RH) fue determinado segun la formula
propuesta por BONIERBALE et al. (1993):

_ NA-1
4.1

donde NA es el numero de alelos detectados por loci.

1GHISLAIN, M. (2003). Centro Internacional de la Papa (CIP). Lima, Peru.

Comunicacién personal.

RAI [(3.1)

La Diversidad fue calculada utilizando la formula de NEI (1987):

H(l - 2 (pzz )) (3.2)

n—1
en donde n representa el numero de individuos analizados, y p i la frecuencia del
alelo i.

Diversidad =

Con las distancias genéticas obtenidas con el programa POPGENE, ademas fueron
generados varios dendrogramas a modo de visualizar dichas distancias. También fue
usado el programa NTSYSpc para obtener un diagrama de coordenadas principales,
basadas en las distancias genéticas de NEI (1978). Estas dos formas graficas permitieron
visualizar la diversidad genética de las papas nativas del sur de Chile y sus relaciones de
parentesco; ademas, permitieron establecer la relacion existente entre los grupos
filogenéticos que se formaron y las agrupaciones hechas segun el origen geografico de
las colectas.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE
RESULTADOS

4.1. Amplificaciéon de secuencias microsatélites

Para la eleccion de los marcadores utilizados en el estudio, se probaron
aproximadamente 20 pares de partidores, todos recomendados por el Centro
Internacional de la Papa (CIP) para estudios genéticos en la especie, por ser los que
presentan una mayor estabilidad y calidad en la amplificacién de productos. Otra
caracteristica que consideraron para su recomendacién es el elevado Indice de
Contenido Polimérfico (PIC), el cual es un indicador de cuan polimérfico es el marcador.
Ademas, de estar ubicados en distintos cromosomas de la especie (GHISLAIN et al.,
2000; GHISLAIN et al., 2003).

Solamente fueron seleccionados los marcadores con los que se obtuvieron mejores
resultados de amplificacién en el laboratorio, con accesiones representativas de los
distintos grupos. Para los partidores que no amplificaron bien bajo condiciones
estandares recomendadas, se modificaron las condiciones de la reaccion PCR, como son
la temperatura de hibridacion de cada par de partidores y la concentracién de cloruro de
magnesio. Estos dos factores son por lo general responsables de la especificidad de la
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técnica. Las concentraciones de MgCl, variaron entre 0,8 mM y 2 mM, encontrandose
una concentracion optima para los 7 pares de partidores seleccionados de 1,6 mM de
MgCl,. Las temperaturas de hibridacion de cada par de partidor son detalladas en el
capitulo de material y método.

A pesar de que los marcadores que se probaron fueron recomendados por las
caracteristicas ya mencionadas, algunos produjeron amplificaciones poco nitidas e
incluso algunos fueron inespecificos en la amplificacién (produjeron gran cantidad de
bandas), por lo que se seleccionaron siete marcadores dentro de los que mejor
amplificaron. Una posible causa de la gran cantidad de fragmentos amplificados por
algunos partidores podria ser que éstos amplifiquen mas de un locus (GHISLAIN et al.,
2003).

4.2. Caracterizacion molecular de las accesiones de
papa

La genotipizacién de las accesiones de papa, se llevd a cabo separando los productos
amplificados mediante PCR en una corrida electroforética en geles de poliacrilamida, y
posterior visualizacion con una tincién de plata. La tinciéon con plata de acidos nucleicos
es altamente sensible, puesto que pequenas cantidades de ADN pueden ser visualizados
mediante la tincibn con esta técnica, aun cuando en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio no sean facilmente visualizados.

Debido a que se hizo una estimacion visual de los fragmentos, no se puede descartar
cierto grado de error en la deteccion de los distintos alelos, sobretodo cuando se
diferencian por 1 o 2 pares de bases o cuando aparecen otras bandas mas débiles
producto de la inespecificidad de la reaccion en algunas muestras. A fin de aminorar este
tipo de errores se hizo necesario volver a repetir algunas muestras de dificil evaluacion.
Debido a la gran cantidad de material analizado y a los altos costos involucrados en la
técnica solo se realizd este procedimiento para los casos mas dudosos. Es por este
motivo que cobra gran importancia el numero de marcadores utilizados en esta tesis.

El analisis de 273 accesiones de S. tuberosum ssp. tuberosum Hawkes con siete
marcadores microsatélites permitié distinguir un patréon genético unico para el 99,2% de
las accesiones. Lo anterior permite afirmar que el banco de germoplasma chileno de
papas tiene un muy bajo nimero de duplicados. Estos resultados ratifican los trabajos
previos de eliminacion de duplicados, primero con analisis anatomorfolégicos
(CONTRERAS, 1969) y luego con electroforesis de proteinas y esterasas (MACIAS,
1986; MACIAS et al., 1989; CONTRERAS y MANCILLA, 1989; JOPIA, 1997).

Estas técnicas en base a marcadores de tipo bioquimico permiten hacer una certera
identificacidn entre accesiones de papa, reduciendo de ésta forma el nUmero de muestras
a evaluar con marcadores que detecten un mayor polimorfismo, para determinar la
diversidad genética y establecer relaciones de parentesco del material disponible
(CAMPOS y SALVO, 1995).
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Las Figuras 5 y 6 presentan el patréon de amplificacion de dos de los marcadores
empleados en el estudio.
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FIGURA 5. Alelos amplificados en accesiones de Solanum tuberosum ssp tuberosum del
sur de Chile con el marcador microsatélite S042 separados en gel ge poliacrilamida al 6%.
A la izquierda se indica el Standard (marcador de peso GeneRuler 50 bp., Fermentas) y

el tamano de alelos en pares de bases (pb).
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FIGURA 6. Alelos amplificados en accesiones de Solanum tuberosum ssp tuberosum del
sur de Chile y variedades europeas antiguas de papa con el marcador microsatélite S081.
A la izquierda se indica el tamafo de alelos en pares de bases (pb).

4.2.1. Analisis de la diversidad genética

Para evaluar la diversidad genética de las accesiones de S. tuberosum ssp.
tuberosum se calcularon varios parametros de diversidad, siendo los mas importantes:
alelos totales, alelos por locus, heterocigosidad y diversidad segun NEI (1978).

4.2.1.1. Numero de alelos. Se analizaron un total de 273 accesiones de S. tuberosum
ssp. tuberosum Hawkes, con siete marcadores microsatélites (SSRs) del nucleo. El

Pérez Diaz, José Ricardo 31




Evaluacién de la diversidad genéticade papas nativas (Solanum tuberosum L.ssp. tuberosum
Hawkes) silvestres y cultivadas del sur de Chile, mediante el uso de marcadores microsatélites

material estuvo conformado por accesiones de papa colectadas en el sur de Chile,
representada por los grupos Chiloé, Chonos y Coleccién, ademas de las variedades
antiguas europeas denominadas Europeas, las que conjuntamente generaron un total de
69 variantes alélicas, con tamanos aproximados que variaron entre los 30 y 280 pb.,
todas los cuales estuvieron presentes en el material nativo del sur de Chile.

El grupo que presentd la mayor cantidad de alelos fue Coleccidén con 65,
correspondientes a un 94,2% del total de alelos detectados (69 alelos). Chonos generé
44 alelos, y Europeas 40 (Figura 7). Estos representan el 63,7% y el 57,9%
respectivamente ,de la totalidad de alelos encontrados para los cuatro grupos. Sin
embargo, los alelos de los grupos Chonos y Europeas estuvieron en su totalidad
presentes en el grupo Coleccion.

Por otra parte, en el grupo Chiloé se detectaron 54 alelos, equivalentes al 78,2% de
los alelos totales. De los alelos presentes en el grupo Chiloé solo 50 (92,6% de los alelos
de Chiloé) fueron compartidos con el grupo Coleccion, de esta forma Chiloé constituiria
una fuente de alelos Unicos o exclusivos, los que corresponden a cuatro alelos. De igual
modo, Coleccion presenté alelos que fueron exclusivos del grupo, equivalentes a 13
alelos.

En el caso del grupo Chonos, 43 de los 44 alelos detectados para el grupo,
estuvieron presentes en las variedades tipicamente chilotas (97,6% de los alelos del
grupo Chonos). En el grupo Chiloé también se encontraron 38 de los 40 alelos de las
variedades antiguas europeas (95% de los alelos del grupo Europeas). Por su parte, de
los alelos presentes en las variedades de Chiloé, un 79,6% se encontré también en
Chonos y un 70,3% en Europeas.

Chonos comparte 37 de los 40 alelos presentes en Europeas, solamente tres alelos
de Europeas no fueron encontrados en Chonos, sin embargo, Chonos presenté una
mayor numero de alelos (siete) que no estan presentes en las antiguas variedades
cultivadas en Europa.
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FIGURA 7. Total de alelos por grupo detectados en accesiones de papas nativas del sur
de Chile (Coleccion, Chonos y Chiloé) y cultivares antiguos europeos, ademas del grado
de asociacion entre ellos en base a alelos compartidos.

La gran cantidad de alelos totales y alelos unicos encontrados en el grupo Coleccién,
tendria relacion con el hecho de presentar la mayor cantidad de individuos (n=197), con
material colectado en distintos lugares del sur de Chile, entre las cuales se encuentran
también accesiones colectadas en la Isla de Chiloé pero que no fueron clasificadas como
tipicamente chilotas. Lo anterior indicaria que el gran numero de alelos detectados
depende en gran parte de la cantidad y diversidad del germoplasma muestreado (MATUS
y HAYES, 2001).

De un total de 69 alelos obtenido por todos los grupos, un 42% de estos alelos fueron
unicos de las accesiones nativas de Chile y por lo tanto no se encontraron en las
variedades europeas. El grupo que presentd la mayor cantidad de alelos que no
estuvieron presentes en el material europeo fue Colecciéon con 38,5%, seguido de los
grupos Chiloé con 30% y Chonos con 16%. De este modo la presencia de un gran
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numero de alelos Unicos en la coleccion de papas nativas de Chile seria un indicador de
la diversidad alélica presente en este germoplasma y su potencial como reservorio de
nuevos alelos para el mejoramiento del cultivo.

En el Cuadro 2 se aprecia que para las accesiones de papas nativas del sur de Chile,
se encontré un promedio de 9,86 alelos por locus. EI niumero de alelos obtenidos por
marcador varié entre un rango de 6 para el marcador S039 (STM1058) a 15 alelos para
S101(STM1106). Considerando a cada uno de los grupos del germoplasma, se
detectaron para la Coleccién 9,29 alelos por locus, seguido por Chiloé con 7,71 alelos,
Chonos y Europeas con 6,29 y 5,7 alelos por locus respectivamente.

En la formacién de gran parte de las variedades europeas de papas se menciona a la
variedad chilena “Rough Purple Chili”, material del cual se gener6 la mayoria de las
variedades mas difundidas en Europa y Estados Unidos (SIMMONDS, 1979; BROWN,
1990). Otras variedades que jugaron gran importancia en el mejoramiento son: Daber,
Villarroela y Chilote Indianer, entre otras. El uso de estas pocas variedades explicaria la
menor cantidad de alelos por locus de las variedades antiguas europeas en comparacion
al grupo Chiloé y Coleccion, siendo similar al del material colectado en el Archipiélago de
los Chonos. Destacandose este grupo por estar constituido solamente por 11 accesiones.

CUADRO 2. Numero de alelos por locus, rango de tamaiio de productos de amplificaciéon y alelos promedio
por locus para cada grupo de la coleccion total en estudio.

Nidmero de alelos
Locus SSR |Chiloé (||e=hld|)os (1Gdliéecion (nFA&T )Y nE@ddpeas (nFaA)ano aprox.
(pb)
S106 6 4 7 7 3 188-257
S104 12 10 13 13 10 136-192
S101 10 8 13 15 8 30-203
S081 10 7 11 12 7 157-188
S029 5 4 6 7 3 240-280
S039 5 5 6 6 3 104-125
S042 6 6 9 9 6 75-93
Total 54 44 65 69 40
Promedio 7.71 6.29 9.29 9.86 |5.71

La informacién generada con el uso de estos siete marcadores en el material nativo
de Chile puede ser contrastada con la que se ha encontrado en otras especies de papas
cultivadas, como son: S. phureja, S. stenotomumy S. tuberosum ssp. andigena

Como lo muestra el Cuadro 3, el numero de alelos promedio por locus encontrado en
S. tuberosum ssp. tuberosum de Chile (9,86) es mayor al detectado en las especies S.
stenotomum 'y S. phureja ', aunque en esta ultima especie solamente se analizaron 128
accesiones. Ambas especies cultivadas son diploides, por lo tanto es de esperar
encontrar en ellas una menor diversidad alelica que en S. tuberosum, puesto que cada

individuo puede tener como maximo solo 2 alelos por locus.

1GHISLAIN, M. (2003). Centro Internacional de la Papa (CIP). Lima, Peru.
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Comunicacion personal.

A pesar del mayor numero de alelos promedio por locus encontrado en S. tuberosum
ssp. andigena (14 alelos/locus), la informacién no es suficiente para asegurar que esta
subespecie posee una mayor variacion alélica que la ssp. tuberosum. Las principales
razones son que la cantidad de material analizado en las accesiones de la ssp.
tuberosum de Chile fue muy inferior al analizado en la ssp. andigena. El nUmero de alelos
va a ser dependiente de la cantidad de individuos analizados, puesto que aumenta la
probabilidad de encontrar nuevos alelos que pudieran estar en una frecuencia mas baja

dentro de una poblacion.

CUADRO 3. Numero de alelos de siete marcadores microsatélites en tres especies de papas cultivadas
incluidas dos subespecies.

Especies de papas cultivadas Locus SSR Promedio locus
S$106/ S104/S101 S081/ S029 S039 S042
Chiloé (n=41) 6 12 |10 |10 |5 5 6 7,70

S. tuberosum Chonos (n=11) 4 10 |8 7 4 5 6 6,29
ssp. tuberosum Coleccion (n=197) 7 13 |13 |11 |6 6 9 9,29

) TOTAL (n=249) 7 13 |15 |12 |7 6 9 9,86
S. stenotomym ' (n=237) 4 7 8 6 nd |nd |9 6,80
S. phureja ' (n=128) 4 |11 |8 |7 |8 [3 |8 |7
S. tuberosum
ssp. andigena ' (n=566) 7 17 |14 |11 |21 |nd |nd |14

nd: informacién no determinada

Un hecho que debe ser destacado es que para algunos de los marcadores
estudiados en el material nativo de Chile se encontré un nimero similar e incluso superior
de alelos que para la ssp. andigena, a pesar de la menor cantidad de material analizado.
Solamente el locus S029 presentdé un numero muy inferior de alelos, lo cual puede
deberse a que este locus en el genoma de la ssp. tuberosum podria presentar una baja

tasa de mutacion, lo que se reflejaria en una menor variacion alélica.
1

GHISLAIN, M. (2003). Centro Internacional de la Papa (CIP). Lima, Peru.

Comunicacién personal.

Se desconoce si los alelos generados por la ssp. tuberosumen este estudio
corresponden a los mismos encontrados en la ssp. andigena. Sin embargo, éstos
estuvieron dentro del rango de alelos encontrados para la ssp. andigena en el Centro

Internacional de la Papa (GISHLAIN, 2003).

RAKER y SPOONER (2002) utilizando algunos de estos marcadores pudieron
separar claramente a ambas subespecies de S. tuberosum, de modo que estos
resultados apoyan las diferencias genéticas entre ambas poblaciones. Las diferencias
encontradas entre ambas subespecies, permiten inferir que las dos subespecies

presentarian un gran porcentaje de alelos que le son propios.

4.2.1.2. Heterocigosidad. El indice utilizado predice el nivel o grado de
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heterocigosidad que presentan en promedio los distintos grupos por loci, considerando
que el numero de alelos en la especie por ser tetraploide puede ir de uno a cuatro. Los
individuos homocigotos, es decir que presentan un solo alelo, tendran un indice de
heterocigosidad igual a 0, en cambio los que presenten el maximo de alelos (cuatro)
presentaran un valor igual a 1, es decir 100% de heterocigosidad. Los valores del Indice
Relativo de Heterocigosidad se muestran el Cuadro 4.

Este indice fue muy similar dentro del material chileno, destacandose el grupo Chiloé
por sobre los demas, con un valor promedio de 0,525, seguido por Coleccion (0,475) y
Chonos (0,461). Las variedades europeas presentaron un valor levemente inferior
(0,449), pero similar a Chonos. De este modo las variedades tipicamente chilotas serian
las mas heterocigotas, al presentar un mayor numero de alelos por loci en sus
accesiones, encontrandose en estas un promedio de 2,58 alelos por loci. Por su parte los
grupos Coleccion y Chonos presentaron 2,43 y 2,38 alelos por loci respectivamente,
valores similares a los presentados en el grupo de las variedades europeas (2,35).

CUADRUO 4. Indice relativo de heterocigosidad por locus SSR y promedio, para los grupos Chiloé, Chonos,
Coleccion y Europeas.

Grupo |Indice Relativo de Heterocigosidad (IRH) por locus |IRH

SSR promedio por
S$106 [S104 |(S101 |S081 |S029 |S039 [S042 |Grupo

Chiloé 0.649 |0.707 |0.407 |0.433 |0.244 |0.626 |0.610 |0.525

Chonos [0.467 |0.700 |0.394 |0.367 |0.182 |0.485 |0.633 |0.461
Coleccion|0.490 |0.810 |0.364 |0.458 |0.212 |0.475 |0.518 |0.475
Europeas|0.304 |0.797 |0.304 0.472 |0.197 |0.478 |0.594 0.449

Otro indice de heterocigosidad reportado en la literatura, es la heterocigosidad
promedio por locus (ALH), definida como la probabilidad de encontrar un individuo
heterocigoto dentro de una poblacion. BONIERBALE et al. (1993), usando marcadores
RFLP, encontré que la heterocigosidad en S. tuberosum varié en un rango de 0,477 a
0,502.Mediante el uso de isoenzimas en la coleccion entera y en una coleccion base de
S. tuberosum ssp. andigena, HUAMAN et al. (2000), encontraron valores de 0,492 y 0,50
respectivamente.

El calculo de la ALH en el material chileno (Cuadro 5) gener¢ valores de 0,886 para
Chiloé, 0,896 para Chonos y 0,880 para Coleccion, valores levemente superiores a los
encontrados en las variedades europeas (0,854). Estos valores revelan un alto porcentaje
de individuos heterocigotos dentro de la coleccion chilena, el cual corresponde a un 88%
de los individuos. Sin embargo dentro de éstos, el grupo de las variedades clasificadas
como tipicamente de Chiloé es el que presentd un mayor grado de heterocigosidad dada
por el mayor numero de alelos detectados por loci.

A pesar de los altos valores de heterocigosidad arrojados por éste indice en el
material nativo, sus datos no pueden ser comparados con los encontrados por los autores
anteriormente citados, puesto que la baja heterocigosidad promedio detectada por locus,
puede ser explicada basicamente por las caracteristicas de los marcadores que utilizaron.
RFLPS e isoenzimas detectan un polimorfismo por loci muy inferior al detectado por los
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marcadores microsatélites.

CUADRUO 5. Heterocigosidad promedio por locus para siete locus SSR, y valores promedio para los grupos
Chiloé, Chonos, Coleccién y Europeas.

Grupo |Heterocigosidad Promedio por Locus (ALH) para7 |ALH

SSR promedio por
S106 |S104 |S101 |S081 |S029 |S039 |S042 |Grupo

Chiloé 0.973 |0.952 |0.952 |0.756 |0.643 |1.000 |0.929 |0.886

Chonos |1.000 |1.000 |[0.818 |1.000 |0.455 |[1.000 |1.000 |0.896
Coleccion|0.943 |0.995 0.929 |0.861 |0.518 [1.000 |0.918 |0.880
Europeas|0.783 |1.000 [0.826 |0.917 |0.545 |1.000 [0.913 |0.854

Los autores RAKER y SPOONER (2002), en un estudio realizado con Solanum
tuberosum (2 subespecies) y otras especies diploides utilizando microsatélites,
encontraron que el porcentaje de heterocigotos fue de 57% en la ssp. tuberosum, y de
51% en la ssp. andigena (significativamente iguales). Sin embargo, el numero de alelos
medios por individuos fue significativamente diferente entre las dos subespecies, 1,70 y
1,57 para ssp. tuberosum y ssp. andigena respectivamente.

La menor cantidad de individuos heterocigotos encontrados en la ssp. tuberosum por
los autores anteriormente citados, en comparacion al alto valor encontrado en este
estudio (88% de los individuos) puede deberse a que los autores solamente utilizaron 36
accesiones, las que probablemente no son representativas de la coleccion que se
mantiene en la Universidad Austral de Chile.

Este mismo indice de heterocigosidad a sido utilizado en otra especie poliploide de
gran importancia como el camote. La heterocigosidad actual en Ipomoea batatas (L.)
Lam. varié ampliamente, fluctuando entre 0,31 y 0,92, con una media de 0,60, valor
considerado razonable por los autores por tratarse de una especie hexaploide de
polinizacién cruzada (ZHANG et al., 2000).

Los valores relativamente altos de heterocigotos en la poblacién de papas nativas de
Chile (88%) en comparacion a camote (60%) revelan la alta heterocigosidad de S.
tuberosum ssp. tuberosum. Esto, sin embargo, no concuerda con lo asegurado por
ZHANG et al. (2000), quienes afirman que por lo general la papa es menos heterocigota
que el camote.

La papa es una planta heterocigota, caracteristica que contribuye a su extrema
diversidad genética y ha sido probablemente un factor clave en su sobrevivencia. La
heterocigosidad en papa se atribuye a su autoincompatibilidad, la que ha sido
probablemente realzada por miles de afos de reproduccion asexual de tubérculos (NSF
POTATO GENOME PROJECT, 2004).

La teoria de la maxima heterocigosidad sugiere que el vigor en autopoliploides es
altamente dependiente de la diversidad intra locus. Por consiguiente, genotipos con una
alta frecuencia de tetra o trialelos podrian ser superiores en vigor a los que son altamente
di o monoalélicos. Tal ventaja puede tener implicancias en la evolucion de las especies
poliploides, y se hacen esfuerzos para explotarlos en la mejora del cultivo (BONIERBALE,
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1993).

Segun BROWN (1990), los resultados indican que la depresion por “inbreeding”
(homocigosis)en papa puede ser severa, razén por la cual,una innovacion en el
mejoramiento moderno de la papa en las Ultimas décadas ha sido enfocado en el
incremento de la heterocigosidad como una medida para aumentar lo rendimientos.

4.2.1.3. Diversidad. En el Cuadro 6 se muestra que la diversidad genética, calculada
segun NEI (1987) para cada locus SSR presentd diferencias entre marcador, siendo el
marcador S029 (STPAc58) el que generdé la menor diversidad para todos los grupos, con
un valor promedio de 0,57 , por el contrario el mas diverso fue el S104 (STM2013) con
una diversidad promedio para todos los grupos de 0,88. La diversidad promedio por
grupo considerando los siete loci analizados, no difiri6 mucho, encontrandose que el
grupo mas diverso fue Chonos (0,818), seguido de Chiloé (0,781), Coleccién (0,745) y
Europeas (0,736). Presentando el grupo Chonos valores de diversidad genética
superiores a los demas practicamente con todos los marcadores.

CUADRO 6. Valores de Diversidad genética por locus SSR y promedio para los grupos Chiloé, Chonos,
Coleccion y Europeas.

Grupo |Diversidad genética por locus SSR Diversidad prom.
S106 |S104 |S101 |S081 | S029 |S039 |S042 |por Grupo
Chiloé 0.801 |/0.881 |0.815 |0.863 0.562 |0.733 |0.813 |0.781
Chonos |0.814 |0.932 |0.920 |0.862 |0.571 |0.721 0.904 |0.818
Coleccion 0.738 |0.857 |0.790 |0.807 |0.566 |0.647 |0.807 0.745
Europeas|0.643 |0.865 |0.740 /0.830 0.571 |0.659 |0.844 |0.736

La diversidad es un valor que depende del numero de alelos detectados y la
frecuencia de estos alelos. Este indice de diversidad genética no se ve afectado por el
tamafno de la muestra puesto que ésta es considerada en su calculo. Un grupo de alta
diversidad sera aquel que presente un gran numero de alelos de frecuencias similares y
en un reducido numero de individuos.

PROVAN et al. (1999), encontraron valores de diversidad de 0,76 a 0,78 usando
SSR nuclear en variedades europeas modernas de papa. Estos valores de diversidad son
superiores a los encontrados en el grupo Europeas (0,736), lo que probablemente se
debe a un aumento de la diversidad de las variedades modernas cultivadas debido a la
introgresién de genes desde otras especies cultivadas y silvestres de papa en las ultimas
décadas de mejoramiento (ESTRADA, s/f; BROWN, 1990).

El cultivar chileno “Rough Purple Chili” y sus cultivares derivados fueron
extensamente usados como parentales femeninos en los programas de mejoramiento
genético, probablemente por su alta esterilidad polinica. Sin embargo, esto fue
acompafado de un alto nivel de diversidad paternal. Esta ultima razén seria la causa de
la alta diversidad encontrada hoy en dia en las variedades europeas modernas. No
obstante esto trajo como consecuencia una gran disminucién de la diversidad a nivel del
citoplasma (PROVAN et al., 1999).

Los altos valores de diversidad genética encontrados en el material de papas nativas
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de Chile, donde destacan accesiones colectadas en el Archipiélago de los Chonos y
variedades tipicamente chilotas por sobre las variedades antiguas europeas, utilizadas
como referencia, ademas del gran numero de alelos/locus y alto grado de
heterocigosidad del material, evidencian la alta diversidad genética y valor de las
accesiones de papas mantenidas en el banco genético de la Universidad Austral de
Chile.

Estos resultados permiten desmentir lo sefialado por GLENDINNING (1975) y
GLENDINNING (1978), con respecto a que las papas nativas de Chile son un material de
una base genética muy estrecha y por lo tanto seria de poca utilidad para ser utilizado en
mejoramiento. Correspondiendo esta a una opinidon que carece de cualquier tipo de
estudio cientifico que lo acredite.

4.3. Distancias genéticas

Con el propésito de establecer las relaciones de parentesco entre el material analizado,
se calculé una matriz de distancias genéticas de NEI (1978), entre cada uno de los
individuos analizados, utilizando el software POPGENE version 3.2.

Para estimar de forma visual las distancias genéticas entre los grupos e individuos se
obtuvo un dendrograma con base en la matriz de distancias y generado con el mismo
programa.

4.3.1. Distancia genética entre grupos. Las distancias genéticas fueron muy bajas
entre los grupos. La mayor distancia se produjo entre Chiloé y Europeas (0,01), y la
menor entre Coleccion y Europeas (0,0006). El grupo Chonos presenté igual distancia
con Chiloé y Coleccion (0,0034) pero fue mas distante de las variedades europeas
(0,0063).

En la Figura 8 se grafica las distancias genéticas existentes entre las papas nativas
de Chile y las variedades europeas.
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FIGURA 8. Dendrograma de los grupos Chiloé, Chonos, Coleccion y var. Europeas
obtenido de las distancias genéticas (NEI, 1978) producto de la variacién alélica de siete
marcadores microsatélites.

Las bajas distancias entre los grupos evidencian el gran parentesco que existe entre
las accesiones originarias de Chile y las variedades antiguas europeas. Las mayores
distancias, sin embargo, se presentaron entre los individuos analizados.

4.3.2. Distancias genéticas entre individuos. Debido a quela mayor diferencia se
produjo entre las accesiones de los distintos grupos, para apreciar visualmente las
distancias genéticas entre las accesiones de papas nativas de Chile y las variedades
antiguas europeas, se realizé un analisis de coordenadas principales con el Software
NTSYSpc version 2.11Q, el cual se muestra en la Figura 9, con un diagrama en dos
dimensiones.

Como se observa en el diagrama, no existe una formacion de grupos claramente
separados segun el lugar geografico donde fueron colectadas las accesiones de papas
nativas de Chile , ni el origen como en el caso de las variedades europeas.

La mayor distancia genética entre accesiones, se presentd ente la variedad europea
Ratte y Colecc 102, individuo colectado en la Isla de Chiloé, con un valor de 0.833. Por
otro lado la menor distancia tuvo un valor de 0.0146, la que se detectd entre las
accesiones Chilo53 (Guapa, Chiloé) y Colecc 55 (Cacho rapa, Gorbea); Chilo323 y
Colecc 162 (NG 54); Chilo323 y Colecc 266; Colecc 06 (Cochrane) y Colecc 10
(Cochrane); Colecc 87 (Rosa, Chiloé) y Colecc 94 (Chauquina, Chiloé); Colecc 87 vy
Colecc 171 (NG 78); Colecc 95 (Cielo, Chiloé) y Colecc 102 (Chiloé); Colecc 101 (Mata
roja, Chiloé) y Colecc 109; Colecc 154 (NG 28) y Colecc 163 (NG 55); Colecc 155 (NG
30) y Colecc156 (NG 33); Colecc 167 (NG 65) y Colecc 192 (NG 117); Colecc 227 y
Colecc 240 (Llanquihuana, Chiloé); y Colecc 301 con la variedad President.
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FIGURA 9. Diagrama de coordenadas principales para 249 accesiones de S. tuberosum
ssp. tuberosum nativas del sur de Chile y 24 cultivares antiguos europeos, basadas en la
distancias genéticas generadas con siete marcadores microsatélites.

Dentro de las papas nativas de Chile se encontraron solamente dos accesiones que
presentaron el mismo patron genético con otra accesion, para los siete marcadores
estudiados. Las accesiones Colecc 24 con Chilo25 y Chilo253 con Chilo255
correspondieron al unico material duplicado dentro de la coleccion analizada.

La baja distancia entre algunos individuos, denota la existencia de material con una
altisima similitud genética. Cabe la posibilidad que un pequeio numero de estos
individuos con similitudes de aproximadamente 98,5% correspondan a duplicados que no
fueron identificados como tal, por algun error en la evaluacién. Sin embargo, también es
posible que al utilizar un mayor nimero de marcadores estas diferencias se hagan mas
marcadas. Un hecho destacable es la gran similitud genética entre la variedad europea
President y la accesiéon Colecc 301. Lamentablemente no es posible, ni técnica , ni
economicamente analizar todos los genes de una especie en este tipo de estudios.
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Otro factor que puede contribuir a que existan algunas diferencias en la estimacién
de distancias genéticas, es que para la construccion de la matriz de distancias, fueron
consideradas, de igual forma, algunas accesiones que no presentaban informacién para
uno de los siete marcadores, de modo que estas distancias en algunos casos podrian
cambiar levemente.

La gran mayoria de los individuos del grupo Coleccién se encuentran agrupados con
las variedades de Chiloé, cultivares europeos y accesiones de los Chonos, sin embargo,
el grupo Coleccion presenta algunos individuos que se encuentran mas distanciados
genéticamente del resto del material estudiado.

Estas accesiones mas distanciadas del grupo principal son Colecc 192 (NG 117),
Colecc 167 (NG 65), Colecc 200 (NG 136), Colecc 197 (NG 129) y Colecc 198 (NG 130).
Dos accesiones que se ven distanciadas del resto (lado izquierdo del diagrama) y muy
similares genéticamente entre si, son Colecc102 y Colecc095 ambas colectadas en
Chiloé y la ultima denominada con el nombre comun de “Cielo”. Otras accesiones que
también destacan por aparecer distantes en el diagrama son Colecc110 denominada
“Clavela redonda”, colectada en Chiloé y Colecc222 denominada “Clavela” y colectada
cerca del Lago Rosselot (Regién de Aisén).

En el grafico de coordenadas principales ademas claramente se observa que el
material colectado en el Archipiélago de los Chonos tiene una buena distribucion a través
del plano, lo que tiene relacién con el hecho de ser el grupo de mayor diversidad
genética, junto con ser el que presenta el menor numero de individuos analizados. Una
situacién de amplia distribucién en el plano, puede ser observada también en las
variedades tipicamente chilotas.

Por otra parte, la gran mayoria de los cultivares antiguos europeos, se encuentran
altamente emparentados con las papas originarias del sur de Chile, principalmente con el
grupo Coleccion y en menor grado con los grupos Chonos y Chiloé.

No obstante, mediante el dendrograma de la Figura 10, que considera solamente las
variedades de Chiloé, material colectado en los Chonos y cultivares europeos se aprecia
que existe la formacién de grupos , los que son independientes del lugar de procedencia
de las accesiones agrupadas en esta tesis.

La variedad europea Ratte es separada completamente de las papas nativas de
Chile y de las restantes variedades europeas, evidenciando una marcada diferencia
genética con respecto al material en estudio, pudiendo deberse a un origen genético
diferente al de la mayoria de las antiguas variedades europeas, que tienen como
ancestro comun a la Purpura Casposa de Chile. La menor distancia genética entre Ratte
y las accesiones de la Figura 10 se presentd con Chilo263 y Champion, con un
coeficiente de 0.302 (Anexo 5).

La variedad Institut de Beauvais con Chonos104 formaron un grupo principal, en
tanto un segundo grupo estuvo constituido por el resto de las accesiones de Chiloé,
Chonos y variedades europeas, los que a su vez se subdividieron en varios subgrupos
menos definidos.

En el caso de las variedades europeas, es posible apreciar la formaciéon de un grupo
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en el cual se encuentran varias de estas variedades, tal es el caso del grupo formado por
Flourball, Green Mountain, Abundance, Charles Downing y Early Rose, entre otras. En
este grupo también encontramos algunas variedades chilotas como Chilo263, Chilo64 y
Chilo73. El resto de las variedades fue agrupado de manera independiente con
variedades chilotas y accesiones de los Chonos.

4.3.3. Distancias dentro de los grupos. La Figura 11 muestra el dendrograma
obtenido con las variedades tipicamente chilotas. La mayor distancia genética se
encontré entre Chilo50 (Huemula) y Chilo79 (Metalqui) (Anexo 6), con una diferencia de
52% (0.5205) entre ambas accesiones, en tanto que la menor distancia se presentoé entre
Chilo64, Chilo73 (Chauquina) y Chilo263 con una distancia entre cada una de ellas de
0.0294, igual distancia también se encontro entre las accesiones Chilo257 y Chilo258.

En este grupo, se encontraron dos variedades genéticamente idénticas para todos
los marcadores usados , correspondiendo a las accesiones Chilo 253 y Chilo 255. Ambas
variedades producen tubérculos alargados, de piel morada y pulpa de igual color,
denominadas localmente con el nombre de Negra.
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FIGURA 10. Dendrograma de accesiones de S. tuberosum ssp. tuberosumoriginarias de la
Isla de Chiloé, Archipiélago de los Chonos y variedades antiguas europeas obtenido por la
variacion alélica de siete marcadores microsatélites.

En el dendrograma se puede apreciar la formacioén clara de dos grupos principales,
en uno de ellos la accesion Chilo66 (denominada localmente Inverniza) formé un grupo
completamente separado del resto de las variedades chilotas, lo cual se debe al hecho de
presentar en general una alta distancia genética con cada una de las restantes
variedades de este grupo, con un rango de 0,245 a 0,52. El segundo gran grupo, reunio
todas las restantes variedades, dentro del cual se puede apreciar la formacion de algunos
subgrupos no tan bien diferenciados entre si.
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FIGURA 11. Dendrograma de 41 variedades tipicamente chilotas (grupo Chiloé) obtenido
en base a las distancias genéticas de NEI (1978) mediante la variacion alélica de siete
SSRs.

Al comparar las caracteristicas de los tubérculos (basicamente color de piel y pulpa)
de las variedades tipicamente chilotas (Anexo 1), con los resultados arrojados por el
dendrograma, se aprecia que no existe una relacién entre los grupos de parentesco y las
caracteristicas del tubérculo, esto porque la cantidad de genes involucrados en estas dos
caracteristicas son reducidos (DE JONG et al., 2003; DE JONG et al., 2004).

Variedades de piel y pulpa blanca o color crema, como Chilo25, Chilo79, Chilo80,
Chilo283 y Chilo315 fueron agrupadas independientemente con variedades de piel y
pulpa pigmentada, que constituyen la mayoria del material de este grupo. Las variedades
que presentaron las menores distancias genéticas entre si, comparten las mismas
caracteristicas del tubérculo, salvo dos variedades que difieren en un 4,45% Chilo22
(tubérculos ovalados, piel morada) y Chilo25 (tubérculos ovalados, piel blanca).
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La diversidad genética dentro del grupo de papas nativas colectado en el
archipiélago de los Chonos es visualizada en el dendrograma de la Figura 12. Las
accesiones mas distanciadas genéticamente entre si son Chonos104 y Chonos272 con
una distancia de 0.623 (Anexo 7), mientras que las que comparten un mayor grado de

similitud son Chonos62 y Chonos63, con una distancia de 0.123.

La accesion Chonos104 formdé un grupo separado del resto, presentando una
marcada separacion con las demas accesiones del grupo, con distancias que variaron en
un rango de 0.342 a 0.623. En tanto, Chonos272 que también formdé un subgrupo en
forma individual, presenté valores de distancia genética con los restantes individuos que
variaron de 0,245 a 0,623. Los valores de distancia genética, relativamente altos,
encontrados en general entre todos los individuos del grupo Chonos, evidencian la alta
diversidad genética de este grupo, el que se encuentra representado por un numero

reducido de individuos.
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FIGURA 12. Dendrograma de 11 accesiones de papas colectadas en el Archipiélago de
los Chonos obtenido en base a las distancias genéticas (NEI, 1978) mediante la variacion
alélica de siete SSRs.

Entre las variedades antiguas europeas, el mayor parentesco se presentd entre las
variedades Green Mountain y Abundance, con una distancia de 0.06, esta misma
distancia también se encontré entre Wohltmann e International Kidney (Anexo 8).Por el
contrario las mas divergentes entre si, fueron May Queen y Ratte, con una distancia de
0.623. Otras varieades que presentaron una alta distancia con Ratte, son Fortyfold e

Institut de Beauvais, ambas con un coeficiente de 0.59

Como se observa en el dendrograma de la Figura 13, la variedad Ratte es separada
del resto de las variedades antiguas europeas, lo que podria deberse al hecho de tener
un origen genético diferente al de las restantes variedades, posiblemente sea
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descendiente de papas introducidas a Europa de la zona de los Andes, y no del sur de
Chile como es el caso de la mayoria de las variedades.

Otra variedad que también formé un subgrupo separado de las demas variedades
europeas, es Institut de Beauvais. Esta, es una antigua variedad francesa (1884) que aun
es cultivada en algunos lugares del sur de Francia. Sin embargo, la variedad Institut de
Beauvais también es considerada sinonimo de la variedad espafiola Blanca de
Cernegula, de origen genético desconocido y que ademas podria ser uno de los posibles
ancestro de la variedad President (WAGENINGEN UNIVERSITY, 2004).

La variedad Desirée considerada dentro del grupo Europeas, en realidad
corresponde a una variedad mas bien moderna (creada en 1962), y de igual forma fue
considerada como referencia en este estudio, por ser una de las variedades de papa mas
cultivadas en Chile en la actualidad. Si bien es cierto en el dendrograma no formé parte
de ningun grupo bien definido, en general presenté bajas distancias genéticas con las
antiguas variedades europeas, variando de 0,245 a 0,545, siendo la mayor con la
variedad Ratte. Situacion similar ocurre con las papas nativas de Chile.

Dentro de las restantes variedades, se visualiza claramente a un subgrupo que reune
a un gran numero de individuos (16 variedades), constituyendo de esta forma el grupo de
mayor parentesco. En este grupo se encuentran los dos pares de variedades que
presentaron la mayor similitud genética entre si, Green Mountain con Abundance vy
Wohltmann con International Kidney, en ambos casos con un 94% de similitud.
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FIGURA 13. Dendrograma de 23 variedades antiguas europeos de papas y la variedad
moderna Desirée, obtenido en base a las distancias genéticas segtin NEI (1978) mediante
la variacion alélica de siete SSRs.

Pérez Diaz, José Ricardo 47



Evaluacién de la diversidad genéticade papas nativas (Solanum tuberosum L.ssp. tuberosum
Hawkes) silvestres y cultivadas del sur de Chile, mediante el uso de marcadores microsatélites

El cultivar Early Rose, que forma parte del grupo mas emparentado de variedades,
es descendiente en forma directa de la variedad chilena Rough Purple Chili, y llegé a ser
ampliamente utilizado como parental en programas de mejoramiento, siendo un ancestro
en el pedigri de muchas variedades europeas (BROWN, 1990).

Esto ultimo queda de manifiesto al observar el dendrograma, justamente, en el grupo
que presenta el mayor grado de parentesco, se encuentran algunas de las variedades a
las que ha dado origen el cultivar Early Rose. En el caso de Charles Downing como
parental femenino, y participando en la formacion de las variedades Early Vermont,
Abundance, Green Mountain y President (WAGENINGEN UNIVERSITY, 2004).

La variedad Paterson Victoria segun indica SIEBENEICK (1948), es una antigua
variedad inglesa, introducida en el siglo XVIl desde Chile a Irlanda, y de alli algo después
a Inglaterra. EI nombre de esta variedad fue dado a mas de un individuo, aunque todas
de origen britanico y obtenidas a mediados del siglo XIX, una de ellas descendiente de la
variedad Fluke y otra de origen desconocido, pudiendo descender de la antigua variedad
introducida desde Chile.

Otra variedad importante en la formacion de antiguas variedades europeas, es
Daber, que segun la opinién de HAWKES (1956), GLENDINNING (1975) y PLAISTED y
HOOPES (1989), pertenece probablemente a una antigua variedad cultivada de Chile
introducida a Europa alrededor de 1830. De hecho, esta variedad constituye el material
parental de las variedades de origen aleman, Reichskanzler y Wohltmann.

Estos antecedentes, junto con el alto grado de parentesco encontrado entre las
papas nativas de Chile y las variedades antiguas europeas, utilizadas como referencia en
esta tesis, permiten evidenciar el gran aporte genético que han hecho las papas
originarias del Sur de Chile a la formacién de las antiguas variedades europeas.
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- Mediante marcadores moleculares del tipo microsatélites fue posible generar
polimorfismo en la amplificacion de siete loci, con cuya informacion se pudieron
determinar varios parametros de diversidad genética en las papas nativas del sur de
Chile.

- Un numero elevado de alelos/locus en el material nativo de Chile en comparacién a
las variedades antiguas europeas y otras especies de papa cultivada permiten evidenciar
la alta diversidad alélica del material en estudio.

- De la totalidad de alelos encontrados en las accesiones de papas nativas de Chile,
un alto niumero de éstos fueron exclusivos de las papas chilenas, correspondiendo a un
42% del total encontrado.

- El germoplasma de papas mantenido en la Universidad Austral de Chile, posee un
altisimo porcentaje de individuos heterocigotos (88%), presentando éstos, un elevado
grado de heterocigosidad por locus.

- Se cuantificé la diversidad genética segun NEI (1987), encontrandose los valores
mas altos en las papas nativas de Chile, en comparacién a las variedades europeas.

- Dentro del material nativo, el grupo de accesiones colectadas en el Archipiélago de
los Chonos resulté ser el de mayor diversidad genética, destacando por ser el de menor
numero de individuos.

- Los bajos valores de distancia genética entre grupos, junto con una alta variacion
entre individuos, no permitieron agrupar a las papas nativas de Chile, colectadas en
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distintos lugares del sur del pais y a las variedades antiguas europeas, segun el lugar
geografico de origen.

- El gran parentesco entre el grupo Europeas y las papas nativas del sur de Chile,
evidencian el aporte genético de las papas de Chile a la formacién de las antiguas
variedades europeas.

- La coleccion estudiada posee un bajisimo numero de duplicados (0.8%),no
obstante se encontraron algunos individuos muy similares genéticamente entre si, con
similitudes cercanas al 99%.

- Todos los parametros de diversidad genética determinados en las papas nativas del
sur de Chile, permiten afirmar que este material genético mantenido en la Universidad
Austral de Chile es de alta diversidad, poniendo de manifiesto el gran valor que presenta
para ser utilizado en los programas de mejoramiento.
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Anexo 1. Variedades tipicamente chilotas.
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Hawkes) silvestres y cultivadas del sur de Chile, mediante el uso de marcadores microsatélites

Anexo 4. Variedades antiguas europeas.
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Anexo 6. Distancias genéticas entre variedades
tipicamente chilotas.
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Anexo 7. Distancias genéticas entre accesiones
silvestres de papas colectadas en el Archipiélago de
los Chonos.
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Anexo 8. Distancias genéticas entre 23 variedades
antiguas europeas.

M.Q.=May Queen; Jub.=Jubel; Oden.=Odenwalder; Rch.=Reichskanzler; G.M.=Green
Mountain; Wht.=Wohltmann; I.C.=Irish Cobbler; Harb.=Harbinger; E.R.=Early Rose;
E.V.=Early Vermont; Ch.D.=Charles Downing; Fl.=Flourball; Flk.=Fluke; Ab.=Abundance;
P.V.=Paterson Victoria; Pt.= President; R.K.=Royal Kidney; Ch.=Champion;
I.K.=International Kidney; W.R.=White Rose; Fort.=Fortyfol; |.B.=Institut de Beauvais
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