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SEGUNDO CONGRESO PERUANO DE MEJORAMIENTO GENETICO Y
BIOTECNOLOGIA AGRICOLA

Presentacion

Es un hecho indiscutible que las necesidades de alimentos y otros productos agricolas seran
mayores en el futuro. Esa tendencia, unida al crecimiento poblacional que seguira alto en
los paises en vias de desarrollo como el Perd, creard situaciones criticas por el aumento de
precios que se genera cuando aumenta la demanda y no aumenta paralelamente la
produccion. En las actuales circunstancias no se espera en el pais un aumento general de la
produccién; el aumento en productividad se dara como ya es evidente en los cultivos para
exportacion, acompafados de una fuerte inversion. La situacion es dramatica si se
considera que la inversion en genética es de menor cuantia y de mayor impacto que la
inversion en otros factores de la produccion. Por eso el interés en conocer, como esta
invirtiendo el pais en la generacion de variedades mejoradas y el rol que éstas cumplen en
la tecnificacion del agro. La presente publicacion presenta los resultados de los trabajos
que se presentaron en el Segundo Congreso Peruano de Mejoramiento Genético y
Biotecnologia Agricola. La primera impresién es decepcionante; muy poco trabajo de
mejoramiento y seleccion se hace en el pais. Pero un andlisis mas profundo de la
informacion presentada muestra tendencias que son positivas. Los cultivos tradicionales
que tienen un impacto muy fuerte en la alimentacion, como el arroz, la papa y el maiz
acusan en algunas regiones altos niveles de productividad, algunos casos compiten con la
mayor productividad mundial. EI problema son las especies que cultivan los agricultores
mas pobres del pais, en &reas marginales, cuya productividad es limitada por una serie de
factores de dificil control. Cientos de cultivos nativos del pais que en su conjunto hacen del
PerG un pais mega diverso, se desperdician por su bajo nivel de productividad y
vulnerabilidad a enfermedades y plagas y a las condiciones ambientales adversas. Esas
parecen haber recibido en este Congreso una atencion preferente. EI mejoramiento de esos
cultivos requiere de estrategias diferentes a las convencionales y decisiones que van mas
alla de la escogencia del método de mejoramiento mas eficiente. Antes de aplicar los
métodos de mejoramiento hay que conocer aspectos intrinsecos del cultivo, como la
biologia floral, su fenologia, su adaptacion, sus parientes silvestres; aspectos relacionados
con el entorno: culturales, ecoldgicos, socio-econdmicos; y aspectos que aseguren la
conservacion de las especies y la sostenibilidad ambiental. Mucho de eso se encontrard,
aunque todavia a un nivel poco perceptible, entre los trabajos presentados. Se nota también
una tendencia interesante que acerca la biotecnologia y el mejoramiento genético con el
objetivo comdn de generar variedades mejoradas adaptadas a nuestras condiciones
limitantes y para utilizar la diversidad de las especies en forma sostenible. Se espera que
con el tiempo esa tendencia se haga mas evidente. La lectura de los trabajos cientificos que
en forma compacta se presentan en esta publicacion, constituye una verdadera linea de base
para, superando las condiciones que causaron la crisis de la especialidad de mejoramiento
genético, el pais retome la via de una verdadera tecnificacién del agro nacional.

Roxana Bardales Alvarez
Arequipa, Mayo 2014
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Evaluacion del rendimiento de 6 lineas autofecundadas s; de sacha inchi (Plukenetia
volubilis I.) en la region san martin
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Y Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - San Martin, Perd.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 con la finalidad de evaluar el rendimiento de 6 lineas autofecundadas S,
de sacha inchi bajo un sistema de tutoraje en espalderas y a un distanciamiento entre plantas de 3 x 3 metros. Se empled
un DBCA con 3 blogques y 15 plantas por linea en cada bloque. La linea L1 es la mas precoz y la linea L5 es la mas tardia.
La linea L2 presenta mayor rendimiento por hectarea (2578.7 kg) y tiene gran potencial para ser empleada en el
mejoramiento genético del sacha inchi. Las lineas L4 y L5 presentan el menor rendimiento por hectéarea (1574.5 y 1618.7
kg respectivamente). El porcentaje de semilla oscila entre 52.91 y 54.12 % mientras que el porcentaje de cascara oscila
entre 45.88 y 47.0 %.

Palabras clave: sacha inchi, lineas autofecundadas S3, banco de germoplasma, rendimiento.

ABSTRACT

This research was developed in order to evaluate the performance of six S; inbred lines of sacha inchi under tutoring
system trellis and a distance between plants of 3 x 3 meters. The statistical design used in the field was a RCBD with 3
blocks and 15 plants per inbred line in each block. The line L1 was the first and L5 was the last line that started flowering
and fruiting. The line L2 has higher yield per hectare (2578.7 kg) and has great potential to be used in breeding of sacha
inchi. The lines L4 and L5 have the lowest yield per hectare compared to the other treatments (1574.5 y 1618.7 kg.
respectively). The seed percentage is between 52.91 and 54.12% while the shell percentage is between 45.88 and 47.09%
Key words: sacha inchi, Sz inbred lines, genebank, yield.

INTRODUCCION
El sacha inchi es un cultivo nativo de la Amazonia Peruana y con un alto potencial de rendimiento. Tiene amplia
adaptacion a diferentes tipos de suelo y buen comportamiento a diversas temperaturas que caracterizan a la Amazonia
Peruana (Manco, 2006), por lo que puede ser empleado para la recuperacion de areas degradadas en la region San Martin.
El sacha inchi se ha cultivado desde la época prehispanica y la primera mencién cientifica fue hecha en 1980 a
consecuencia de los analisis de contenido graso y proteico realizados por Hazan y Stoewesand en el Instituto de Ciencia
de los Alimentos de la Universidad de Cornell en Estados Unidos, que demostraron que las semillas presentan altos
contenidos de cidos grasos insaturados y proteinas (Manco, 2006).
Considerando el interés de los productores por contar con una variedad mejorada que asegure altos rendimientos y
semillas con altos contenidos de acidos grasos insaturados, el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana
continda realizando trabajos de investigacion para la seleccion y evaluacion de progenitores como: obtencién y evaluacion
de lineas puras, hibridacion, determinacion de rendimiento, caracterizacion quimica de &cidos grasos presentes en las
semillas, caracterizacion genética molecular, propagacion clonal, entre otros (Cachique, 2006; Merino et al., 2008;
Corazén-Guivin et al., 2009; Noriega, 2009; Rodriguez et al., 2010; Ruiz-Solsol y Mesén, 2010; Cachique et al., 2011).
El sacha inchi es un cultivo alégamo y los resultados a la fecha nos ha permitido seleccionar 6 lineas autofecundadas Sa.
Cada linea autofecundada esta formada por un conjunto de individuos con alto grado de homocigosis. El presente trabajo
consiste en el desarrollo de un experimento de investigacion adaptativa donde se ha evaluado el rendimiento de 6 lineas
autofecundadas S; de sacha inchi en las condiciones agroecolégicas de Bello Horizonte - San Martin.

MATERIALES Y METODOS

La siembra del material genético se realiz6 empleando bolsas almacigueras de 0.5 Kg y el sustrato a una relacion 2:1:1 de
tierra agricola, arena y humus de lombriz. Los plantones se mantuvieron en vivero durante 45 dias. Se coloc6 5 Kg de
humus de lombriz en la siembra en campo de los plantones y el distanciamiento entre plantas fue de 3 x 3 metros. El
disefio estadistico empleado fue un DBCA con 3 bloques y 15 plantas por linea en cada bloque. La cosecha se inicié a los
230 dias después del transplante (ddt) y se realiz6 durante 12 meses, evaluandose el rendimiento de las lineas. Para el
analisis estadistico se empled el programa estadistico SAS 9.0 y la prueba de comparacién de medias se realiz6 de acuerdo
a Duncan (p=0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La floracion constituye la primera etapa del proceso reproductivo de las plantas superiores y viene a ser un requisito
fundamental para que se realice la formacion y desarrollo de las semillas. La floracién maxima esta caracterizada por la
presencia de flores pistiladas y estaminadas completas. En el inicio de la fructificacion aparecen los primeros frutos
cuajados provistos de estilo y estigma. La linea L1 es la mas precoz e inicio la floracion a los 60 ddt y la fructificacion a
los 100 ddt. La linea L5 es la mas tardia e inici6 la floracién a los 74 ddt y la fructificacién a los 131 ddt.

En las accesiones del banco de germoplasma de sacha inchi de la Estacion Experimental “El Porvenir”, INIA - Tarapoto,
la floracion ocurre entre los 86 y 139 ddt, el inicio de la fructificacion ocurre entre los 119 y 182 ddt y el inicio de las
cosechas fluctda entre los 202 y 249 ddt (Manco, 2006). En Tarapoto en los meses de verano el nimero de capsulas de
sacha inchi se incrementa y disminuye en los meses de invierno (Arévalo, 1996). Todas las variables de rendimiento estan
influenciadas por factores genéticos, condiciones edafoclimaticas y balance adecuado de nutrientes y en el analisis de
varianza el numero de capsulas resultd no significativo mientras que el peso de capsulas, diametro de capsulas, peso de
semillas, didmetro de semillas, peso de 100 semillas, rendimiento por planta y rendimiento por hectarea resultaros
estadisticamente significativos. La linea L2 es superior a las demas en las variables de rendimiento y tiene un gran
potencial para ser empleada en el mejoramiento genético del sacha inchi. Las lineas L4 y L5 presentan el menor
rendimiento por hectarea en comparacion con las otras lineas (Cuadro 1). El porcentaje de semilla de las lineas oscila
entre 52.91y 54.12% vy el porcentaje de cascara entre 45.88 y 47.09%.

Nro. de Peso de Diametro Peso de Diametro Peso de Rendimiento | Rendimiento

. capsulas | capsulas de semillas de 100 por planta por hectarea
Linea . . .
(gn) capsulas (gn) semillas semillas (kg) (kg)
(cm) (cm) (gr)

L1 419.2 a 3205.7 ab 447b 1699.2 ab 1.7b 85.34b 1.7 ab 1887.8 ab
L2 5725a 43334 a 474 a 2321 a 181a 101 a 232a 2578.7 a
L4 4245 a 2618.8 b 4.39 bc 1417.2b 1.68b 83.14b 142b 15745b
L5 462 a 2735.4 b 4.25d 1457 b 1.6d 78.74 ¢ 146b 1618.7 b
L6 5114 a 3178.1ab 4.32 cd 1706.6 ab 1.64c 83.42b 1.71 ab 1896.0 ab
L7 541.2a 3355.2 ab 438¢ 1775 ab 1.64c 82.3 bc 1.78 ab 1972.0 ab

Cuadro 1: Pruebas de comparacién de medias (Duncan, p=0.05) para la evaluacién del rendimiento de 6 lineas autofecundadas S3 de
sacha inchi (Plukenetia volubilis).
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RESUMEN

Camu camu es una fruta nativa de la Amazonia, que llama la atencion por el alto contenido de vitamina C (3253.13
mg/100 g de pulpa), esta en proceso de domesticacion, por lo cual se esta seleccionando plantas madre a fin de avanzar
significativamente en el proceso de mejoramiento genético de la especie. El objetivo fue evaluar y seleccionar plantas
promisorias de camu camu de una base genética de 275 accesos instaladas en la EE del IIAP Ucayali en base a
rendimiento de fruta (kg planta™). Después de 3 afios de evaluacion las plantas seleccionadas corresponden a los codigos
E3-F13; E3-F10; E3-F11; 3B-F1; E3-F7; E3-F14; E3-F8; 3B-F5; E3-F12; P1-F25, sin embrago las plantas E3-F13; E3-
F10; E3-F11; 3B-F1 y la E3-F7, presentaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) frente a los demas
cddigos, con un rendimiento de 14 kg de fruto en promedio. Estos resultados son muy alentadores ya que nos permitira
tener un jardin clonal de multiplicacién de material selecto para cubrir la demanda de plantones, para las futuras
plantaciones en la Region de Ucayali.

ABSTRAC
Camu camu is a fruit native the Amazon, which is notable for the high content of vitamin C (3253.13 mg/100 g pulp), is

in the process of domestication, so being selected mother plants to significantly advance in the process of genetic
improvement of the species. The objective was evaluate and select promising camu camu plants of a genetic basis for 275
hits installed in EE-1IAP Ucayali, based on fruit yield (kg plant™). After 3 years of evaluation selected plants correspond
to codes E3-F13; E3-F10; E3-F11; 3B-F1; E3-F7; E3-F14; E3-F8; 3B-F5; E3-F12; P1-F25, no clutch plant that stood out
was the E3-F13 with 16.5 kg. Plant™ on average, no clutch the plants E3-F13; E3-F10; E3-F11; 3B- F1 and E3-F7,
showed statistically significant differences (P <0,05) compared to the other codes, with a yield of 14 kg of fruit on average
These results are very encouraging as it will allow us to have a garden clonal multiplication of selected material to meet
the demand for seedlings for future planting in the Ucayali Region.

INTRODUCCION
Asi como el oro, el petrdleo, la madera y otras enigmaticas riquezas de la Amazonia, el camu camu es otro regalo, que la

naturaleza ofrece a la humanidad (Pinedo et al., 2010). Pertenece a la familia Myrtaceae y fue descrito por primera vez en
1823 por Humboldt, Bompland e Kunth, como Psidium dubium H.B.K. En 1963, Rogers Mc Vaugh reclasifica esta
especie para el género Myrciaria, pasando entonces a llamarse Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Silva, 2012). Se
caracteriza principalmente por ser una fuente importante de vitamina C, debido a su alta concentracion de acido ascérbico
(AA) con concentraciones de hasta 3253.13 mg/100 g de pulpa. En el Pert, durante los Gltimos 15 afios, se ha realizado
un gran esfuerzo en la investigacion de esta especie, 1o que ha permitido no sélo su domesticacion, sino también la
adaptacion de su cultivo en zonas inundables y suelos de tierra firme, con excelentes resultados (Abanto et., 2014). Esta
especie, tiene gran diversidad genética dispersa en extensas areas de poblaciones naturales de (Myrciaria dubia) en Loreto
y de (Myrciaria floribunda) en Ucayali. Su diversidad constituye la base para un programa de mejoramiento genético
orientado al aprovechamiento eficiente de estas especies (Pinedo, 2001). Pese a la importancia del camu camu y la
presencia de variabilidad genética en las poblaciones naturales, aun se tiene limitada cantidad de clones o variedades con
caracteristicas superiores de rendimiento de frutos. En ese contexto el objetivo fue evaluar y seleccionar plantas
promisorias de camu camu de una base genética de 275 accesos instaladas en la EE del IIAP Ucayali.
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MATERIAL Y METODOS

En el afio 2006 se instalaron 275 plantas francas de camu camu procedentes de diferentes accesos de la region Ucayali,
fueron plantadas en las areas adyacentes de los estanques de peces amazénicos a un distanciamiento de 4 m entre plantas.
El estudio fue conducido mediante un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA) con 3 repeticiones y 1 planta
por unidad experimental. Para la seleccion de las plantas madres promisorias se considerd a plantas precoces cuyo
rendimiento tenfa que ser igual o superior a 5 kg. Planta™, para ello las plantas fueron evaluadas apartir de los 4 afios de
edad por un periodo de tres afios (2010-2013). Los frutos cosechados fueron pintén maduro y maduro (Figura 2) y para el
control del peso de los frutos cosechados se usé una balanza comercial de capacidad para 10 kg. Los datos fueron
sometidos a analisis de varianza y las medias de los tratamientos fueron comparadas estadisticamente por la prueba de
Tukey a 5% de significancia (P < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé que el nivel de variabilidad existente en las plantas evaluadas fue altamente heterogénea al estar gobernadas
por caracteristicas genéticas propias por tratarse de plantas francas procedentes de diferentes accesos. En ese sentido de
las 275 accesos fueron seleccionadas 10 plantas cuyos cdigos son: E3-F13; E3-F10; E3-F11; 3B-F1; E3-F7; E3-F14; E3-
F8; 3B-F5; E3-F12 y P1-F25 (Figura 1), las cuales se destacaron por presentar una produccion continua encima de los 5
kg.planta y ademas presentaron un comportamiento mas homogéneo, sin embargo, hay que resaltar que las plantas E3-
F13; E3-F10; E3-F11; 3B-F1 y la E3-F7, presentaron diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) frente a los
demas codigos, con un rendimiento de 14 kg de fruto en promedio. En las 10 plantas seleccionadas se observd también
que aun no han alcanzado su méaximo nivel de produccion, en ese sentido es recomienda seguir con la evaluacién continua
de rendimiento y de otras caracteristicas biométricas, para obtener su maxima expresion genética y de esa manera puedan
ser incluidas en el programa de mejoramiento genético para su multiplicacion en el jardin de propagacion clonal.
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RESUMEN.
Con la finalidad de conocer la diversidad genética del germoplasma de oca (Oxalis tuberosa Mol.) de Cusco -y asi

proponer mejores estrategias de conservacion de sus recursos genéticos-, se colectdé y caracteriz6 (morfolégica y
molecularmente) 238 entradas provenientes de 12 provincias de la region. La caracterizacion morfolégica de planta se
realiz6 en plena floracion y la de tubérculo se llevé a cabo inmediatamente posterior a la cosecha. En el andlisis de
conglomerados se identificaron 10% de duplicados morfol6gicos y un total de 214 morfotipos, distribuidos en 50 grupos a
un coeficiente de distancia de 0.37, diferenciados principalmente por el color de tubérculo. Estos resultados estan siendo
contrastados con la caracterizacion molecular con la técnica de AFLP.

Progress on the study of genetic diversity of oca (Oxalis tuberosa Mol.) from Cuzco, Peru

ABSTRACT.

In order to document the genetic diversity of oca (Oxalis tuberosaMol) from the region of Cusco - and propose better
strategies for managing this genetic resource- 212 accessions from 12 provinces were collected and characterized
(morphological and molecular). Morphological data were collected twice, during flowering and just after harvest. Based
on morphological characterization, there were 23 duplications within the collection. Cluster analysis also indicated
approximately 10% duplication from a total of 214 morphotypes —and clustered into 50 small groups at a distance
coefficient of 0.37. The primary distinguishing characters were from the tuber. These results will be combined with the
AFLP molecular data to further define a genetic management strategy for this crop.

INTRODUCCION
La oca (Oxalis tuberosa Mol.)-perteneciente a la familia Oxalidaceae- es después de la papa el tubérculo més importante

para la seguridad alimentaria de muchas comunidades campesinas en los Andes centrales, tanto por su valor energético y
nutricional como por su capacidad de adaptacion a diferentes tipos de suelo y factores ambientales adversos. Con el
objetivo de estudiar la diversidad genética de esta especie cultivada en la region de Cusco, se realizé la caracterizacion
morfoldgica con descriptores consensuados de 238 entradas. Esta investigacion pretende servir de herramienta preliminar
para la mejor gestion de los recursos genéticos de la oca.

MATERIAL Y METODOS
Material Genético. La coleccion de germoplasma se realizé en 12 provincias de Cusco en la chacra o almacén de los
campesinos reconocidos por guardar una mayor diversidad en sus comunidades. Incluye cultivares tradicionales de oca
tanto de khaya como para wayku, segin la clasificacion local de uso.

Caracterizacion morfolégica. Se realizd con 238 entradas sembradas en una parcela demostrativa en la comunidad de
Huancco Pillpinto (Calca, Cusco), usando los descriptores consensuados del IPGRI/CIP (2001) durante la floracion e
inmediatamente posterior a la cosecha. Para los caracteres de coloracién se utiliz6 la tabla de colores de la Real Sociedad
Horticola (RHS, 1995). Adicionalmente se realizaron evaluaciones agronémica-morfoldgicas preliminares como altura de
planta, relacion largo/ancho de foliolo, longitud de peciolo y de pedinculo, didmetro medio de tubérculo, largo de
tubérculo, nimero de ojos/ tubérculo, nimero de tubérculos/planta, peso de tubérculos/planta y tolerancia a heladas.

Caracterizacion Molecular. Con 50ng/ul de DNA por entrada, se estd haciendo uso de la técnica de AFLPs (Vos et al,
1995) con las combinaciones de primers mas polimérficas encontradas en la caracterizacion de la coleccion mantenida por
el CIP (Biondi et al, 2009): E35ACA/M59CTA, E35ACA/M60CTC, E39AGA/M4A0AGC, E40AGC/M35ACA,
E42AGT/M54CCT, E42AGT/M60CTCE45ATG/M51CCA.
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Anélisis de datos. Se usaron técnicas univariadas —usando MS-EXCEL- y multivaridas —usando el programa NTSYS v.
2.1. (Rohlf, 2000). Para el analisis de conglomerados se usaron 15 descriptores, dejando de lado el habito de floracion,
color de la flor y forma de la corola debido a la poca confiabilidad en la toma de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION
De un total de 238 entradas se encontr6 23 casos de mezclas y 10% de duplicados. En base al anlisis de conglomerados

(cluster) se obtuvo un dendograma con un Fit criterion o coeficiente de relacion cofenetica (Cophenetic r) de 0.9253,
identificandose 214 morfotipos distintos (a un coeficiente de distancia cero), los cuales estan dispuestos en 50 grupos
morfoldgicos a un coeficiente de distancia de 0.37, basicamente diferenciados por el color predominante de la superficie
del tubérculo, que va desde el blanco hasta el parpura grisaceo. Las caracteristicas morfoldgicas que predominaron en la
coleccion fueron: tallos aéreos verde amarillentos (60.4%) con pigmentacion en las axilas (67%), follaje verde amarillento
(49.9%), envés de foliolos verde amarillento (63.7%), peciolos verdes con estipulas plrpura grisaceo claro (53.5%),
sépalos verdes (46.1%), pedinculo verde amarillento y pedicelo plrpura grisaceo (62.9%). El 9.8% de las entradas no
florearon y de las que presentaron flor, el 32.7% es brevistilia, el 59.1% mesostilia y 5.3% longistilia. En cuanto a los
tubérculos, hubo mayor presencia de entradas con color superficial amarillo (36.7%), con color secundario pdrpura rojizo
(15.1%) distribuido en los ojos (39.6%), con pulpa amarilla (37.1%), con coloracion secundaria de pulpa parpura rojizo
(23.7%) en el anillo vascular (47.3%), y tubérculos claviformes (60.8%). El analisis de Correspondencia Multiple muestra
que 3 componentes explican el 76.7% de la variabilidad observada en campo (Tabla 1).

Figura 1. Morfotipos de tuberculo

uw%w«ﬂ
i

Tabla 1. Valores propios (Eigen values) de los primeros 6
componentes (dim), aporte individual (%) y acumulativo

3
(um6) UG D pde
:

dim value % cums %‘ t ' ‘g' i ' ' .
1 0.46903 436 436 1) t' %' “ B ' ?' ;'
2 0.246017 229 66.5 § ty - ’ ’ ; . v
3 0.109021 101 76.7 ¢4 § ; ;'
1 o

4 0.069378 6.5 83.1 AR L ' 5'

3 Q e ' "9
5 0.049946 46 87.8 _

2 ! \ ’ -

6 0.046373 43 92.1 y 9 ¥

Agradecimiento: El presente trabajo fue financiado por el proyecto AGROECO, con fondos del Programa Canadiense de
Investigacion Internacional en Seguridad Alimentaria (CIFSRF).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Biondi, J; Rossel, G.; Zorrilla, C.; Arbizu, C. & Roca, W. 2009. Molecular characterization of the Oxalis tuberosa Mol.
collection maintained in the CIP’s genebank.15th Triennial ISTRC Symposium.

IPGRI-CIP. 2001. Descriptores de Oca (Oxalis tuberosa Mol.). Instituto Internacional de Recursos Filogenéticos, Roma;
Centro Internacional de la Papa, Lima, Perd.

Rohlf, F. 2000. NTSYS-pc Numerical taxonomy and Multivariate Analysis Systems version 2.01. Exeter, Setasuket,
Nueva York, Estados Unidos.

Royal Horticultural Society (RHS). 1995. Colour chart. Londres, Reino Unido

Vos, P; Hogers, R; Bleeker, M; Reijans, M; Van De Lee, T; Hornes, M; Frijters, A; Pot, J; Peleman, J; Kuiper, M;
Zabeau, M. 1995. AFLP: A new technique for DNA Fingerprinting. Nucleic Acids Research 23:4407-4414.

15



Avances en el estudio de la variabilidad genética de ocas cultivadas (Oxalis tuberosa
Mol.) de la region cajamarca
ElenaNUNEZ*., Joel FLORES" & Andrew RISEMAN?, Eduardo JOVEL? & Radl BLAS'
'Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), Per(; University of British Columbia, Canada
enl 062@hotmail.com, rblas@lamolina.edu.pe

RESUMEN
Con la finalidad de conocer la variabilidad genética de ocas cultivadas de la region Cajamarca, se colect6 143 accesiones
y fueron caracterizados con ayuda de los descriptores morfolégicos y marcadores moleculares AFLP. De manera
preliminar se puede establecer 137 morfotipos diferentes y 6 posibles duplicados dentro de esta coleccion. El porcentaje
de polimorfismo obtenido en el analisis molecular fue de 46 % y el andlisis de agrupamiento muestra un 10.9 % de
germoplama duplicado. Estos resultados indican, de manera preliminar una alta variabilidad tanto genética como
morfoldgica en las ocas cultivadas de la region Cajamarca.

Progress on the study of genetic diversity of cultivated Oca (Oxalis tuberosa Mol.) from Cajamarca, Peru

ABSTRACT
In order to assess the genetic diversity of cultivated oca from the Cajamarca region, 143 accessions were collected and
characterized using morphological descriptors and AFLP molecular markers. Preliminarily analyses indicate 137 unique
morphotypes within this collection. The percentage of polymorphism obtained in the molecular analysis was 46% with
cluster analysis indicating 10.9% duplicated germplasm. These results indicate a high level of morphological and genetic
diversity in cultivated oca from the Cajamarca region.

INTRODUCCION

La oca es el tubérculo més cultivado de los Andes después de la papa (Malice, 2009), caracterizandose por su rusticidad,
tolerancia a climas adversos y tener poca incidencia de plagas y enfermedades; ademds se cultiva en terrenos y en
altitudes donde otros cultivos alimenticios dificilmente prosperan (National Research Council, 1989). Se conoce que la
diversidad fenotipica de las ocas es alta, sin embargo, su diversidad genética ha sido pobremente estudiada y al parecer
es baja lo que puede deberse a su reproduccion netamente vegetativa, aunque también puede reproducirse por la via sexual
bajo condiciones controladas (Pissard et al., 2007). La clasificacion de las variedades de oca se hace de acuerdo a la
forma, apariencia externa, color y posterior uso de los tubérculos. Dado que la oca es una especie propagada
principalmente de forma vegetativa y cultivada bajo sistemas agricolas tradicionales ha sido hasta ahora un cultivo
pobremente estudiado. En este contexto un mejor entendimiento de la diversidad genética y morfoldgica que hay en el
cultivo de oca es esencial para desarrollar estrategias de conservacion apropiadas para esta especie. El estudio de la
diversidad morfoldgica y molecular de la oca contribuira a un mejor entendimiento de la evolucion de este cultivo nos
permitira una mejor diferenciacion genética entre las diversas accesiones que se tienen. Por ello, en esta investigacion se
busca estudiar la variabilidad de las ocas cultivadas en la region Cajamarca para promover su uso y adecuada
conservacion.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal: Se utilizaron 143 accesiones de oca cultivadas en el caserio de Carbon Alto ubicado en el departamento
de Cajamarca a 3970 msnm.

Caracterizacion

Para la caracterizacion morfoldgica se usaron los descriptores morfologicos de la IPGRI (2001). Por otro lado, para la
caracterizacion molecular, la extraccion de ADN se realizé mediante el método de CTAB de acuerdo al método de Doyle
& Doyle (1990), utilizando hojas frescas de oca, las cuales fueron sometidas a nitrogeno liquido para su pulverizacion.
Las concentraciones del ADN aislado fueron cuantificados en geles de agarosa 1%, comparando con concentracion
conocida del marcador de peso molecular (fago A) y fue diluido a la concentracion de 50 ng/pl. Luego, el analisis se
realiz6 segln la técnica de AFLP siguiendo el protocolo de Vos et al. (1995). La amplificacion selectiva se realizo en las
6 combinaciones més polimérficas de pares de combinaciones previamente seleccionadas (Figura 1).

16


mailto:enl_062@hotmail.com

Figura 1: Tamizado de Anélisis de datos: Los datos registrados de los marcadores

las combinaciones de morfoldgicos y moleculares fueron estudiadas empleando
iniciadores en 8 analisis de agrupamientos (cluster analysis), utilizando el
accesiones de oca coeficiente de distancia taxonémica y similitud Simple
cultivadas Matching (SM). Para ello, se sigu6 el método de

agrupamientos UPGMA (unweight pair-group method with
arimethmetic means) en el programa estadistico NTSYS 2.2
(Rolhf, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSIONES:

Segun los descriptores morfoldgicos para tubérculo (un total de 14 descriptores) se pudo determinar de manera preliminar
137 morfotipos diferentes y 6 posibles duplicados o clones. Los morfotipos encontrados presentan tubérculos con
tonalidades que van desde el blanco amarillento hasta el purpura grisaceo, predominando aquellos de color naranja
amarillento (22.8%) y color amarillo (12.4%). En las formas predominan claviformes (55.9%) y ovoides (25.5%). Se
aprecia variabilidad en las caracteristicas evaluadas sefialando un alto grado de polimorfismo morfolégico para este tipo
de variables cuya heredabilidad es alta (Figura 2).

Figura 2. Variabilidad de color de la piel de la oca

Ll
En la caracterizacion molecular, se usaron 6 combinaciones de iniciadores diferentes en 46 individuos, encontrandose un

total de 172 marcadores polimorficos, esto significa que el porcentaje de polimorfismo total es de 46.2% para la poblacion
analizada. En la tabla 1 se muestra el porcentaje de polimorfismo de cada combinacion de iniciadores:

Tabla 1: Combinacién de Iniciadores utilizados

Combinaciones Porcentaje de | En la figura 3. Se aprecia el dendograma obtenido para las 46 accesiones

de iniciadores Polimorfismo | estudiadas, como parte de los avances de la caracterizacién molecular. Con
ATG/ACA 36.51 un coeficiente de similaridad de 0.9 se determinan 41 genotipos, lo que
ACA/CTA 49.02 indicaria solamente 10.9 % de duplicados, es decir una alta variabilidad
AGC/CAT 44.26 genética de ocas cultivadas, esto difiere de los resultados de otros autores
ATG/CTA 45.24 donde afirman que la variabilidad genética de ocas es baja debido a su
AAC/CTA 60.71 propagacion netamente vegetativa.
AGC/ACA 43.86

Figura 3: Dendograma de similaridad para 46 accesiones de
Oca de Cajamarca

CONCLUSIONES:

La caracterizacion morfologica de los tubérculos permitio
identificar 137 morfotipos, lo que significa alta variabilidad
morfolégica. Por otro lado, la caracterizacion molecular permitio
: diferenciar a un nivel de similaridad de 0.9, 41 genotipos, es
decir un 10.9 % de duplicados, lo que indica, de manera
i preliminar una alta variabilidad genética en las ocas cultivadas de
la regién Cajamarca.
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RESUMEN
La asociacion del maiz con haba debe hacerse con variedades de maiz precoces y de porte bajo de maiz. Con el objetivo

de mejorar la capacidad de asociacion del maiz con habas, se probo la eficiencia de seleccion en tres ciclos de seleccion en
la variedad de maiz PMD-638, adaptada y tolerante al frio: C7, C8, C9, usando el método se seleccién mazorca-hilera
modificada con una intensidad de seleccién de 20%. Dos repeticiones se sembraron en monocultivo y dos asociadas con
una misma variedad adaptada de haba. En el experimento del ciclo C7 fue posible estimar la depresion del rendimiento del
maiz en las parcelas asociadas: 35%. El ciclo 8 fue fuertemente afectado por las heladas sobre todo en la época de
floracién. En 1998 las buenas condiciones ambientales permitieron una seleccion efectiva mostrando la superioridad de
C9 que alcanzo un rendimiento de 10 t/ha con una depresion por asociacion de 10%.

ABSTRACTS

The best way to associate faba bean is with short plants maize varieties. In this research it was test the possibility to
improve the intercropping capacity of maize adapted to the Andean highlands. Three selection cycles in the maize adapted
and cold tolerant variety PMD-638: C7, C8, C9, using the modified ear to row method of selection were evaluated. Two
replications were planting as monocropping and two replications as intercropping. Intensity of selection for intercropping
capacity was 20%. In each experiment it was included as testers the two previously selected populations. In all
experiments the same adapted faba bean variety was used. In the C7 experiment it was possible to estimate the maize
yield depression in the intercropping plots: 35%. In C8 maize was seriously affected by freezing, mainly in the flowering
time. In 1998, the good weather conditions allow an effective selection. The results shows the superior yield of C9,
reaching 10 ton/ha. The intercropping depression in C9 was 10%.

INTRODUCCION
La siembra del maiz amilaceo asociado con habas es una préactica generalizada en la Sierra alto andina del Peru. El uso
eficiente de los recursos es mucho mejor en cultivos asociados (Hood y Gascho, 1988). Las experiencias en Per( permiten
concluir que la siembra del maiz y el frijol debe ser en la misma época (Cerrate y Camarena, 1975; Tuzet, 1975), y no hay
diferencias entre maiz de Sierra asociado vs no asociado con frijol (Garcia, 1977). En general las variedades de maiz mas
altas y con més follaje sufren menos con la asociacién, pero disminuyen el rendimiento de la leguminosa. Se probd¢ la
efectividad de la seleccion en la capacidad de asociacion del maiz con haba.

MATERIALES Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron en el Instituto Regional de Desarrollo de la Sierra de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (IRD-Sierra de UNALM), situado en Jauja a 3,300 msnm. La investigacion duro tres afios, desde la
siembra en Octubre de 1995 hasta Mayo de 1998. Tres experimentos correspondieron a la Selecciéon mazorca-hilera
modificada (Lonnquist, 1964) de la variedad de maiz PMD-638; el de la campafia 1995-1996 correspondid al séptimo
ciclo de seleccion (Santos, 1998), el de la campafia 1996-1997 al octavo ciclo (Saona, 1997) y el de la campafia 1997-
1998 correspondié al noveno ciclo de seleccion (Ventura, 1999). En todos los casos la seleccidn entre familias de maiz fue
para rendimiento y por capacidad de asociacion con habas, o sea se seleccionaron las familias que acusaron mas
rendimiento y menos depresidn por asociacion. La intensidad de seleccion para familias fue 20%. Dentro de familias se
seleccionaron las 5 mejores mazorcas. Los experimentos tuvieron cuatro repeticiones: dos en monocultivo de maiz y dos
en asociacion con una variedad adaptada a la region. En cada experimento se incluyeron como testigos las poblaciones
seleccionadas de los ciclos anteriores: C6 es el macho del experimento cosechado en 1994; C7 es el macho de 1995; C8
es el macho de 1996 y C9 es el promedio de las familias probadas en 1998.

RESULTADOS Y DISCUSION
La depresion del rendimiento debido a la asociacion con haba se expresara como porcentaje, dividiendo el rendimiento en

asociacion entre el rendimiento en monocultivo. Estimaciones en C7 permiten inferir que la asociacién con haba reduce
el rendimiento del maiz en aproximadamente 35%. Las heladas causaron serios dafios al maiz en el segundo ciclo de
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seleccién, en la etapa mas critica, la etapa fenolégica de floracion. El rendimiento de C6, C7 y C8 fue 2,913, 3,540 y
3,479 respectivamente. La depresion por asociacion solo se pudo evaluar comparando el promedio de las familias en
cultivo asociado (3,147 kg/ha) y en monocultivo (3,560 kg/ha); o sea 88.4 % del rendimiento asociado con relacién al
monocultivo: 11.6% de depresion por la asociacion. EI noveno ciclo de seleccién que se ejecutd durante la campafia
1997-1998 permitié hacer una seleccidn efectiva porque las condiciones ambientales fueron muy buenas alcanzandose
rendimientos de mas de 10 toneladas por hectarea. El rendimiento promedio de todas las familias fue 9,195 y el promedio
de las 43 familias seleccionadas fue 10,858. La comparacion entre los ciclos se muestra en el cuadro 1. En el ciclo 7 se
obtuvo una productividad promedio de 7,484 kg/ha, en el C8, 8,171 y en el ciclo 9, el rendimiento promedio de los dos
sistema fue 9,195 kg/ha.

Cuadro N° 1 Comparacién entre los ciclos C7 y C8 asociados con haba y en monocultivo con el promedio de todas las
familias probadas en el ciclo 9. Jauja, 1997-1998.

Ciclo  Asociado con haba (A)  Monocultivo (M) A/M _Depresién por A

C7 6,177 8,069 7 23
C8 7,131 9,211 77 23
Cc9 8,734 9,655 90 10

Los resultados muestran una clara superioridad de C9. Hay sin embargo varias dudas que se originan de la falta de
ganancia en C8 a pesar de la rigurosa seleccion en C7. Una posible explicacién es que los genes responsables de
caracteres adaptativos estan generalmente en frecuencias bajas (Sevilla y Holle, 2004), de manera que en los primeros
ciclos no se nota la ganancia por seleccion; a medida que aumenta la frecuencia de los alelos responsables se hace mas
evidente la ganancia a través de los ciclos (Falconer, 1960).
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RESUMEN
Con la finalidad estudiar la diversidad de cultivares de Olluco de la Regioén de Cusco, se realizé la caracterizacion

morfoldgica, evaluaciones preliminares y el analisis molecular con la técnica AFLP en proceso. El analisis preliminar
permitié determinar 51 grupos morfoldgicos, lo que muestra 58% de duplicados; cuyas caracteristicas principales se
pueden englobar en tallos generalmente elongados rastreros (63.3%), con tallos verde claro (34.1%), hojas cordadas
(56.5%), de tubérculos amarillo naranja redondeados con pigmentaciones. Por otro lado, los marcadores moleculares
permitieron determinar en forma preliminar 75% de duplicados a un coef. de similaridad de 0.81. Estos resultados indican
un rango de variacion de 17% entre el andlisis molecular y morfolégico que podria ser efecto del medio ambiente y algo
de error humano, aun asi a nivel molecular se tendria una mejor definicion de los morfotipos.

Diversity of local cultivars of olluco (Ullucus tubersus C.) from Cuzco, Peru

ABSTRACT

In order to study the genetic diversity among 120 olluco (Ullucus tuberosus C.) accessions from the region of Cusco, we
characterized morphology, agronomic performance, and AFLP molecular markers (in progress). A preliminary analysis
indicates the presence of 51 morphological subgroups, whose primary differentiators were creeping stems (63.3%),
chordate leaves (56.5%), and yellow tubers with pigmentation. At the molecular level, 30 subgroups were identified with
a similarity coefficient of 0.81. These results indicate a range of variation of 17% between the molecular and
morphological analyses and could include variation introduced from both the environment and human error. However,
further analysis of the molecular data will better define the true genetic variation among the collection.

INTRODUCCION
El Olluco (Ollucus tuberosus C.) es el segundo tubérculo mas consumido de la region andina después de la papa cuyo

cultivo se ha reducido al uso de menos de 5 cultivares mas comerciales. Sin embargo, existe mayor diversidad conservada
por familias de agricultores tradicionales fuente de genes de resistencia por su rusticidad, tolerancia a enfermedades,
riqueza en carbohidratos, aminoacidos esenciales, alto contenido de vitamina C y efectos profilacticos. El presente trabajo
se realiza para identificar morfotipos existentes con el objetivo de conocer la diversidad en estos cultivos, proponer
mejores estrategias para el manejo sostenible de la agrobiodiversidad regional y fortalecer la soberania alimentaria de los
pueblos alto-andinos.

MATERIAL Y METODOS:
El material vegetal se establecid en un jardin de diversidad a 3650 en la comunidad de Huancco Pillpinto (Calca-Cusco)

de la colecta realizada de 120 accesiones de olluco en 12 provincias de Cusco, la caracterizacion morfoldgica fue en base
a descriptores consensuados de IPGRI/CIP (2003) en dos etapas: en plena floracion e inmediatamente posterior a la
cosecha. Paralelamente se realiz6 evaluaciones preliminares como altura de planta, relacién largo/ancho de hoja, longitud
de peciolo, nimero de tallos principales, numero de tubérculos/planta, peso de tubérculos/planta, diametro medio de
tubérculo, largo de tubérculo y numero de ojos/ tubérculo.

La caracterizacion molecular esta en proceso de conduccion, utilizando 50ng/ul de DNA de cada individuo segun la
técnica AFLP (Vos et al., 1995). Se estan utilizando combinaciones de iniciadores en base a la revision literaria con un
alto valor de contenido del indice de polimorfismo (PIC): Ecol2/Mse3, Ecol3/mse32, Eco32/Mse32, Eco45/Mse32,
Eco45/Me35, Eco32/Mse35.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del analisis de conglomerados (Cluster) se determind 51 grupos morfolégicos a un coef. de distancias de 0.4 con un
relacion cofenética de r =0.9223, estos morfotipos expresan caracteristicas referidas a su nombre comin en Quechua para
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algunos casos. El andlisis de Correspondencia multiple muestra que 3 componentes aportan el 85.4% (tabla.1) de
informacion de la variabilidad observada en campo. Las caracteristicas morfolégicas que predominan en la coleccién fue
principalmente de porte de planta intermedio (37.5%) y porte erecto (12.5%) con presencia de tallos generalmente
elongados rastreros (63.3%), con tallos de verde claro (34.1) muchas veces con pigmentaciones (39.1%), con hojas
cordadas en su mayoria (56.5%), de color de follaje verde amarillento y/o rojo grisaceo, ademas se encontré moderada
floracion (mas del 50%) y reducida presencia de frutos cuajados. En cuanto a las caracteristicas del tubérculo predominan
tubérculos redondeados con pigmentaciones y tubérculos alargado o redondeados amarillos, ademas se encontraron
tubérculos blancos, purpuras e intermedios en reducido porcentaje. En cuanto a las evaluaciones preliminares, el promedio
de tubérculos fue de 40 tubérculos/planta y el peso promedio fue de 316 gr/planta. Del analisis molecular se determino 30
subgrupos a un coef. de similaridad de 0.81 (Simple Matching).

Tabla 1: Valores propios de los componentes (dim), Figura 1. Variabilidad del color de la piel y pulpa de los
aporte (%) y nivel de significancia de cada componente.  ollucos
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4| 0053845 | 45 89.9 of bof (-3 ...
5 0.031063 2.6 92.5 fof ‘.‘ £o9 ‘4
6 0.019256 1.6 94.1 see foa to) be)
7 0.017177 14 95.6 R >
8| 0012022| 1| 966 "0 f ;.5 {-ic)

CONCLUSIONES PRELIMINARES

El analisis morfol6gico nos permitié definir 51 grupos morfoldgicos reconocibles para los agricultores de Cusco, sin
embargo el andlisis molecular nos estd permitiendo reconocer duplicados para tener una mejor definicion de los cultivares
de ollucos, con ello aportar metodologias de gestion y posible mejora de este cultivo.

Agradecimiento: El presente trabajo fue financiado por el proyecto AGROECO, con fondos del Programa Canadiense de
Investigacion Internacional en Seguridad Alimentaria (CIFSRF).
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RESUMEN
La adaptacion de 63 lineas introducidas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de la costa central se determin6 en
parcelas de observacion ubicadas en la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), donde se utilizaron 35
descriptores morfologicos del IBPGR (1982) comprendiendo el rendimiento de grano seco y sus respectivos
componentes, con lo cual se determind que las lineas que sobresalieron para el frijol blanco fue la CIAT 27 y para grano
amarillo fue CIAT 62.

ABSTRACT
The adaptation of 63 introduced lines of bean (Phaseolus vulgaris L) to Peruvian Coast conditions was determinate on
observation plots located at the NacionalAgraria La Molina University (UNALM), where was evaluated 35 morphologic
descriptors of the IBPGR (1982), the yield and its components, thus the line for white bean was CIAT 27 and CIAT 62 for
yellow bean.

INTRODUCCION

El frijol comln se considera una de las leguminosas mas importantes por sus caracteristicas nutricionales y agronémicas.
Ademas es la més cultivada a nivel mundial puesto que participa con el 57% de la oferta mundial en esta clase de
menestras (FAO 2014). En el Per los frijoles tipo canario y blanco son los de mayor consumo y en el 2013 presentaron
un incremento en la exportacion del 72.3% (ADEX 2013), aunque la produccién de frijol en el pais, ha venido
aumentando pasando de 62.424 ton en el 2002 a 91.635 ton en el 2012 (FAOSTAT 2014), existen limitantes en la
produccion como la presencia del virus del mosaico comdn que se transmite por semilla, polen e insectos; y por lo cual se
encuentra mundialmente distribuido (Drijfhout 1978). El Programa de Frijol del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), ha liberado lineas de frijoles blancos y amarillos con resistencia al virus a las cuales se les ha incluido el
gen bc-3 en su genoma, algunas de éstas lineas se introdujeron en el 2009 y se han conservado en la Universidad Agraria
La Molina, por el Programa de Leguminosas de Grano y Oleaginosas (PLGO), con la finalidad de determinar su
adaptacion a las condiciones de la Costa de Lima para un programa de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 63 lineas avanzadas de frijol introducidas desde el CIAT, Colombia, 35 de frijol blanco y 28 de frijol
amarillo en parcelas de observacion ubicadas en el lote el Guayabo, Universidad Nacional Agraria La Molina. Las
parcelas de observacién tuvieron una dimensién de 1.2 m? de donde se tomaron 10 plantas al azar para realizar la
evaluacion, las cuales tienen habito de crecimiento indeterminado tipo 1V y fue necesario colocar tutores para favorecer el
crecimiento; en cuanto al manejo agronémico se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones que hace el Programa de
Investigacion y Proyeccidn Social en Leguminosas de Grano y Oleaginosas para estos experimentos.

En las 63 lineas avanzadas se evaluaron los descriptores morfoldgicos para frijol del IBPGR (1982) ahora Biodiversity
International Research; 20 variables cualitativas y 13variables cuantitativas, que se muestran en la tabla 1, los
componentes de rendimiento (altura de planta, nimero de ramas por planta, nimero de nudos a cosecha, nimero de
racimos florales por planta, nimero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina y peso de 100 semillas) y el
rendimiento de cada una de las lineas. Para el anélisis de los descriptores se tuvo en cuenta la frecuencia, la moda y los
porcentajes para los caracteres, mientras que para las variables cuantitativas se tuvo en cuenta la media, desviacion
estandar, y rango, estimados mediante el uso del programa MINITAB ver. 15. También se hizo un andlisis de regresion
para los componentes de rendimiento y en cuanto al rendimiento se determind la mejor linea de acuerdo al promedio
obtenido.

RESULTADOS Y DISCUSION
De las 63 lineas avanzadas a evaluar solo 55 de ellas germinaron y se desarrollaron, descartandose asi las lineas CIAT 7,
11, 23, 29, 31, 37, 53 y 56 para las condiciones de la Costa de Lima. Para las variables cualitativas se tuvo en cuenta la
moda, la frecuencia y el porcentaje de los resultados obtenidos; en la siguiente tabla se resume la informacion.
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Para los componentes de rendimiento se obtuvo que la ecuacion de regresion resultante para el rendimiento en kilogramos
es:

RTO = - 0.253 - 0.000408 Altura + 0.0835 N. Ramas - 0.0023 N. nudos + 0.0354 N. vainas/pl.+ 0.0374 N. sem/v.+
0.00189 Peso 100 sem. + 0.00151 Racimos/planta. Con un coeficiente de determinacién R? = 63.4%. En cuanto al
rendimiento la linea de frijol blanco CIAT 27 obtuvo 1985.81 kg/ha, mientras que con la linea CIAT 62 se obtuvo un
rendimiento de 1974.71kg/ha.

En el caso del frijol voluble (Vélez et al. 2007) realizaron un estudio donde alcanzo madurez fisioldgica a los 158 dias,
mientras que en este ensayo de adaptacion con las lineas avanzadas introducidas se obtuvo una madurez fisioldgica en
136.5 dias en promedio, lo que nos da una disminucion en el periodo vegetativo de 21 dias, el comportamiento precoz o
tardio de los genotipos es producto del efecto génico de cada material (Enriquez, 1977)

Los caracteres cualitativos son mas confiables que los cuantitativos para describir variedades de frijol, estos usualmente
tienen una distribucion discreta, generalmente estan determinados por pocos genes y las modificaciones que experimentan
por el medio ambiente son pocas (CIAT, 1983). En cuanto a las variables cuantitativas de importancia esta el tamafio de la
vaina de 115 de longitud y 1.17 cm de ancho, mayor al encontrado por Vallejos y Martinez (2005) correspondiente a 9 cm
de largo y 9 mm de ancho, en cuanto a la altura promedio se obtuvo 130 cm, sin embargo las diferencias de altura en cada
uno de los genotipos es debido posiblemente a que la longitud de un entrenudo a otro varia, debido a las acciones génicas
y ambientales que determinan el caracter (Davis, 1985). El caracter semillas por vaina en una planta es uno de los factores
determinantes del rendimiento (Masaya, 1987), para este estudio se obtuvo un total de 4 I6culos por vaina y 19 vainas por
planta. Consecuentemente, el peso de 100 semillas, otro componente de rendimiento es condicionado por el traslado de los
nutrientes de la planta a la semilla durante la fase vegetativa de la planta (Bidwell, 1979), Singh (1985) sefialo que el peso
de 100 semillas es un caracter determinado por el tamafio de los granos, que a su vez determinado con largo, grueso y alto
del mismo que correspondié a 1.37 cm, 0.84 cm y 0.65 cm en promedio respectivamente, ademas de la densidad. En este
estudio se obtuvo un peso de 100 semillas promedio de 55.8 gramos. Ademas de un rendimiento de grano seco medio de
1288 kg/Ha; el rendimiento es un caracter cuantitativo y controlado por varios o muchos genes (Davis. 1985) y se
encuentra en funcion de varias caracteristicas anatdmicas y morfoldgicas, que tienen que ver con el nimero de vainas por
rama, el nimero de vainas por planta, nimero de semillas por vaina y el peso de la semilla (Marquez, 1991). Esto permitié
determinar la mejor linea para frijol blanco fue la CIAT 27 y para grano amarillo fue CIAT 62.

Tabla 1: Variables cuantitativas evaluadas con su correspondiente prueba estadistica

VARIABLES CUANTITATIVAS
Variable Media Desv.Est. | CV (%) Min. Max. Rango
DMF 136.34 6.09 4.50 126 153 27
Diametro 0.43 0.08 19.10 027 0.64 0.37
N lé6culos 4 0.76 18.60 2 6 4
Long. vaina 11.50 2.04 17.80 720 210 13.8
Anc. vaina 1.20 0.18 15.30 0.85 1.80 0.95
Long. Grano 1.40 0.14 10.40 1.07 1.70 0.63
Ancho grano 0.80 0.08 9.30 0.65 1.00 0.35
Alto grano 0.65 0.07, 10.80 050 0.83 0.33
Ancho hoja 6.80 1.27 18.80 3.90 11.0 7.10
Long. Hoja 9.50 1.56 16.30 5.40 13.8 8.40
Long. Boton 0.80 0.27, 33.90 0.40 2.40 2.00
Anc. Boton 0.40 0.11] 26.10 0.20 0.70 0.50
Long inf 7.20 4.57 63.10 1.30 20.4 19.1
Long pedic 0.70 0.36 50.00 023 1.90 1.67
Long. Brac 0.60 0.23 40.60 0.10 1.40 1.30
Anc. Brac 0.40 0.16 44.20 0.20 0.90 0.70
Long pico 1.50 0.63 43.40 0.00 3.20 3.20
* DMF: Dias a Madurez Fisiolégica Long.: Longitud Anc: ancho Bot:
Botones  Inf: Inflorescencias  Bract: bractéolas Pedic: pedicelo
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Tabla 2: Variables cualitativas evaluadas con su correspondiente prueba estadistica

VARIABLES CUALITATIVAS

Variable Caracteristica predominante Frec. Moda Porc. %
Forma de hoja Triangular 33 1 60
Color clorofila Verde oscuro a verde palido 20 3,7 36.4
Antocianina Presencia 29 1 52.7
Color alas Blanco 53 1 96.4
Forma bractéola Ovalada 30 7 54.5
Posicidn de vainas Base 28 1 51
Posicion del pico Marginal 46 1 83.6
Orientacion del pico Hacia abajo 27 7 49
Color vaina Amarillo oro u oscuro 24 10 43.6
Curvatura Erguido 31 5 56.4
Color hilium Blanco 31 1 56.4
Color grano Blanquizco 27 8 49
Brillo grano Mate 27 5 49
Forma grano Ovalado 33 2 60
Persistencia Intermedia 20 5 36.4
Color estandarte Blanco 39 1 71
Sutura Sin hilachas 25 0 455
Fibra Coracea 35 5 63.6
Carga Intermedia 17 5 31
Vigor Intermedia 17 5 31
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RESUMEN
Con el objetivo de evaluar el comportamiento de hibridos dobles con lineas CIMMYT y 04 hibridos comerciales de maiz

amarillo duro Zea mays L., en Miraflores, distrito y provincia de Oxapampa, se instalaron en un disefio experimental
Latice triple 6x6 y 3 repeticiones; cada unidad experimental estuvo constituida por dos surcos con distanciamiento 0,80 m,
16 golpes en cada surco, 0,40 m entre golpes y dos plantas por golpe. Los resultados mostraron que, ocho hibridos
experimentales y dos comerciales fueron superiores en rendimiento entre 8,74 y 10,44 kg ha’®; el hibrido experimental
589*575 fue mas precoz con 92,30 y 94,03 dias en floracion masculina y femenina, respectivamente, ocupando el sexto
lugar en rendimiento con 9,13 t ha™; y, de mayor rendimiento fue el hibrido comercial DK-5005 con 10,44 t ha*, ademas
superior en hileras por mazorca (16,87) y granos hil™* (38,14).

ABSTRACT.

In order to evaluate the performance of double hybrids with CIMMYT lines and 04 commercial hybrids of yellow corn
Zea mays L., in Miraflores, district and province of Oxapampa, settle donan triple lattice experimental design 6x6 and 3
replications; each experimental unit consisted of two rows with spacing of 0,80 m, 16 strokes in each furrow, 0,40 m
between hits and two plants per hole. There sults showed that eight experimental and two commercial hybrids were
superior in yield between 8,74 and 10,44 t ha™':the experimental hybrid 589 * 575 was earlier with 92,30 and 94,03 days
for male and female flowering, respectively, ranking sixth in yield with 9,13 t ha™®; and, the highest performing was DK-
5005commercial hybrid with 10,44 t ha™, also higher in rows per ear (16,87) and kernels row™ (38,14).

INTRODUCCION
El maiz Zea maysL. es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial, debido que tiene un amplio rango de

adaptacion y un alto valor nutritivo. En el Per(, en costa y selva, la produccion anual de maiz amarillo duro no es
suficiente para satisfacer la demanda interna. En Oxapampa, el rendimiento es de 2,00 t ha™, principalmente porque no se
utiliza semilla mejorada, una de las formas de incrementar la produccidn, es elevando los rendimientos por unidad de area.
Esto se puede conseguir haciendo investigaciones en mejoramiento genético para lograr hibridos de alto rendimiento e
incentivando a los agricultores utilizar estos hibridos para su beneficio y de la produccion nacional.La investigacion tuvo
como objetivo evaluar el comportamiento de hibridos dobles con germoplasma CIMMYT bajo las condiciones de
Oxapampa.

MATERIAL Y METODOS
El trabajo se ejecutd en el fundo Schutze barrio Miraflores, distrito y provincia de Oxapampa, Region Pasco; a 1 834

m.s.n.m, entre 10°35'25" L.S., 75°23'55" L.O. del meridiano de Greenwich. La fase experimental tuvo una duracién de
seis meses, desde julio 2006 enero 2007. El analisis de suelo, indica con un pH de 5,4, 1,05 % de materia organica,
disponibilidad de fésforo y potasio con 11,33 y 11,4 ppm respectivamente, textura franco arenoso con buena capacidad
retentiva de humedad y aireacién. El clima, himedo semicéalido, precipitacion promedio de 1 800 mm; humedad relativa
de 78,8 y temperatura promedio 17,5 °C. El material genético estuvo constituido por 32 hibridos dobles formados con
lineas provenientes del CIMMYT y 04 hibridos comerciales como testigos, fueron conducidos en el disefio experimental
de Latice triple 6 x 6 y 3 repeticiones. La parcela constituida de dos surcos con distanciamiento 0,80 m entre ellos, 16
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golpes con 0,40 m entre cada golpe y con dos plantas por golpe. Los datos fueron procesados con hoja de calculo Excel,
determinando el andlisis de varianza y Diferencia Limite Significativa, o= 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
El analisis de varianza de las caracteristicas pre y post cosecha encontr6 diferencias altamente significativas; de los 36

hibridos evaluados, en la tabla 1 se observa que, ocho hibridos experimentales y dos hibridos comerciales fueron
superiores en rendimiento de grano, entre los cuales el hibrido experimental 743*737 con 8,74 t ha?, en floracién
masculina (93,07 dias), altura de planta (193,38 cm) y en granos/hilera (36,38), y el hibrido comercial DK-5005 con 10,44
t hal, en hileras por mazorca (16,87) y en granos por hilera (38,14); Sinche et al. (2 010) mencionan, a nueve hibridos
dobles promisorios y cuatro hibridos comerciales superiores en rendimiento con valores entre 8,65 y 11,93 t ha™, entre los
cuales estuvieron el hibrido comercial DK-5005 con 10,47 t ha™, en granos por hilera (36,09) y floracién masculina (100,5
dias), y el hibrido PMX-12 con 8,97 t ha y 35,90 granos hil ™}, esto demuestra que estos dos Gltimos hibridos poseen la
combinacién génica para lograr la expresion similar en rendimiento bajo las condiciones de Oxapampa y la superioridad
en las otras variables mencionadas es debido a la constitucién genética que tiene cada hibrido evaluado y las
caracteristicas del ambiente en donde crecen y se desarrollan Bartolini (1 990).

Por otro lado, el hibrido 589*575 fue superior en rendimiento con 9,13 t ha™* y en precocidad con 92,30 y 94,03 dias a
floracién masculina (F.M.) y femenina (F.F.), respectivamente; sin embargo, el hibrido 590*575 con 9,22 t ha™ s6lo fue
superior en F.M. con 93,33 dias y también en D.M. con 5,18 cm. Gonzales et al (2 010) en los distritos de Huancabamba y
Oxapampa (provincia de Oxapampa) encontraron que, el hibrido experimental (Exp PM-2) fue el mas precoz para ambos
lugares con 92 y 93 dias, respectivamente, y el hibrido comercial PM-212 fue el més tardio con 97 y 103 dias. Asimismo
Sinche (2 009) encontrd que, los hibridos comerciales referenciales DK — 5005, AG — 001 y XB — 8010 fueron los mas
precoces en floracion femenina, con valores entre 102,00 a 102,25 dias, demostrando ser superiores estadisticamente a los
hibridos experimentales, y el hibrido comercial referencial PM-212 fue el mas tardio con 109,00 dias, por tanto, se podria
decir que la variacion de dias a floracion femenina de los diferentes hibridos precoces evaluados, depende de su
constitucion genética, por haberse desarrollado a similares condiciones de Oxapampa.

Tabla 1. Hibridos estadisticamente superiores en rendimiento de grano y en las variables
evaluadas. DLS (0,05)

HIBRIDOS

- HIBRIDO
Variables HIBRIDO EXPERIMENTAL COMERCIAL

736*730 697*691 590*575 589*575 PMX-12 726*723 580*575 743*737 DK-5005 AG-001

F.M. (dias) 95,01 96,63 93,33 92,3 96,65 93,48 95,43 93,07 94,63 94,11

F.F. (dias) 96,53 98,7 94,71 94,03 100,27 95,45 98,02 96,78 95,81 96,19
A.P. (cm) 211,74 224,71 223,76 21693 230,06 220,92 241,74 193,38 231,87 227,18
AM. (cm) 121,55 126,57 120,08 105,38 116,35 112,86 128,2 120,32 117,49 126,14
D.T. (cm) 2,62 2,66 2,74 2,75 2,68 2,65 2,81 2,7 2,74 2,63
L.M. (cm) 16,13 15,66 16,41 16,46 17,98 16,31 17,37 16,46 16,65 15,98
D.M. (cm) 4,76 4,17 5,18 4,86 4,75 4381 48 4,56 4,89 4,58
Hil./Maz. 14,33 13.11 14,57 14,27 13,86 12,54 13,9 13,19 16,87 13,73
Gran Hil™*. 36,06 34,63 34,79 34,66 35,9 3504 34,76 36,38 38,14 36,26
Rdtoen 1 10,01 9,28 9,22 9,13 8,97 8,77 8,77 8,74 10,44 9,47
grano (tha™)

O.M. en Rdto. 2 4 5 6 7 8 9 10 1 3

Los valores en negrita son estadisticamente superiores.
F.M. Floracién masculina; F.F. Floracion femenina; A.P. Altura de planta; A.M. Altura de mazorca; D.T. Diametro de
tallo; L.M. Longitud de mazorca; D.M. Diametro de mazorca; O.M. Orden de mérito.
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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion sobre el uso de inductores quimicos de resistencia sistémica adquirida en el cultivo de

camote, se desarroll6 durante las campafias 2012-2013 en el valle de Cafiete-Perd. El objetivo fue determinar la
efectividad de algunos productos para la induccién de resistencia sistémica adquirida en el comportamiento agronémico
de camote con la finalidad de mejorar la sanidad general en los campos de cultivo, incrementar las autodefensas y reducir
el impacto de las aplicaciones de agroquimicos. Se sembraron 3 genotipos de camote en un DBCA con 3 repeticiones
durante dos camparfias, una en invierno del 2012 y la segunda en el verano del 2013. Adicionalmente se aplicaron 2
inductores quimicos de resistencia sistémica, fosfito de potasio (2,5 mL L™) y 4cido acetil-salicilico (100 mg L™) méas un
testigo control sin aplicacion. Los resultados indican que no existieron diferencias estadisticas (p>0,05) entre los
tratamientos inductores y el testigo sin aplicacion, para peso de raices por planta y peso de follaje por planta pero si
existieron diferencias estadisticas entre épocas de siembra y en la interaccién de afios y genotipos para ambos caracteres,
sugiriéndose un efecto fisiologico por la aplicacion de é&cido acetil salicilico sobre el comportamiento agronémico del
cultivo de camote. Se concluye que existié efecto especifico del &cido acetil-salicilico y éste incrementd el peso de follaje
en los 3 genotipos de camote.

Palabras clave: acido acetil-salicilico, andlisis de variancia combinado, camote, comportamiento agronémico,fosfito de
potasio.

ABSTRACT

The present research on the use of chemical inducers of systemic acquired resistance (SAR) in the sweetpotatoes was
developed during 2012-2013 in the valley of Cafiete, Peru. The objective was to determine the effectiveness of some
chemical products used for the induction of systemic acquired resistance on sweetpotato agronomic performance, in order
to improve the overall health in the fields, increase plant immunity, and reduce the impact of agrochemical usage. Three
sweetpotato genotypes were sown in RCBD with 3 replications during two campaigns, one in the winter of 2012 and the
second one, in the summer of 2013. Additionally, two chemical inducers of SAR, potassium phosphite (2,5 mL L™) and
acetylsalicylic acid (100 mg L) were applied as well as an untreated control plot. The results indicated that there were no
statistical differences (p < 0,05) for root weight/plant and weight of foliage/plant for chemical treatments, but statistical
differences were found between seasons and interaction of seasons and genotypes for both traits. This suggests a
physiological effect by the application of acetyl-salicylic acid on the agronomic performance of sweet potato. It was
concluded that the specific effect of acetylsalicylic acid increased the weight of foliage/plant in 3 genotypes of sweet
potato.

Key Words: Agronomic performance, ANOVA, acetyl-salicylic acid, potassium phosphite, sweet potatoes.

INTRODUCCION
El 4cido salicilico es considerado un candidato para aplicaciones exdgenas como activador de resistencia y la aspirina en

particular, ha sido seleccionada como un producto de bajo costo y no fitotoxico (Delanyet al.,1994). Provocada
normalmente por una infeccidn local, las plantas responden con una cascada de sefializaciones dependientes del acido
salicilico que conducen a la expresion sistémica de resistencia de amplio espectro y a una resistencia duradera que es
eficaz contra hongos, bacterias e infecciones virales. En palabras de Walters (2009), la resistencia inducida tiene potencial
de revolucionar el control de enfermedades en los cultivos, pero sigue siendo un tipo de proteccion de cultivos no
convencional.

En camote el area dedicada es del orden de 16 800 hectareas, de las que la regién Lima ocupa mas del 60% del total
sembrado (OEEE, 2013). Es necesario articular estrategias integrales que sean posibles de adoptar por los pequefios
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agricultores que producen raices y tubérculos; una de ellas es la identificacion de formas alternativas de manejo de la
sanidad de los cultivos que estén al alcance del sector de agricultores de escasos recursos. Con la investigacion se busca
mostrar la eficacia de productos de bajo costo y de escaso impacto ambiental para la salud humana y para el ecosistema,
como son el acido acetil salicilico y fosfito de potasio y su efecto en los genotipos evaluados, para mejorar el
comportamiento agrondmico en los campos de cultivo de camote, asi como determinar las posibilidades de usarlos en un
plan de manejo integrado de la sanidad.

MATERIAL Y METODOS
Se instalaron 2 experimentos factoriales independientes en camote bajo DBCA con 3 repeticiones en la localidad de

Imperial (Cafiete) en Invierno-2012 y verano-2013 para evaluar el efecto de 2 inductores quimicos de resistencia sistémica
reportados en la bibliografia: acido acetil salicilico (Delaneyet al, 1994;Reymond y Farmer, 1998) y fosfito de potasio
(Rickard, 2000), mas un testigo sin aplicacion, sobre el comportamiento agronémico en 3 genotipos de camote (INA100-
INIA, C-10, C-50), siendo el cultivar INA100-INIA el tratamiento testigo. El analisis del suelo en el lugar experimental
mostré una clase textural suelo franco, reaccion ligeramente alcalina (pH=7,9) y ausencia de sales solubles. La
temperatura ambiental media en invierno fue de 18°C y en verano de 26°C. Las aplicaciones de ambos productos se
realizaron, cada 2 semanas para el 4cido acetil salicilico (100 mg L) y fueron mensuales para fosfito de potasio (2,5 g L°

l).

En ambos experimentos se realizd un control experimental de los factores de produccion, y se aplicaron los tratamientos al
azar en unidades experimentales de 40 plantas en el en campo; el disefio experimental fue el de Bloques Completos al
azar con 3 repeticiones por tratamiento (genotipo x inductor). Las variables en estudio fueron peso de raices por planta y
peso de follaje por planta.Los datos se procesaron mediante el programa Infostat (Universidad de Cordova, Argentina) y
se usaron las pruebas paramétricas de F (Fisher) para el analisis de la variancia y DLS (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados del efecto de inductores quimicos en el cultivo de camote se pueden observar en la tabla 1 en la cual el

componente de épocas, resultdé estadisticamente significativo (p<0,05) y las demés fuentes de variacion y sus
interacciones, resultaron no significativas en ambas estaciones. Ello sugiere que en cuanto a los inductores utilizados
(acido acetil-salicilico y fosfito de potasio), éstos no parecen afectar el rendimiento por planta de camote, siendo méas
importante el aporte de los factores ambientales como las épocas de siembra.

Tabla 1: Analisis de la Variancia Factorial para efecto de tratamientos quimicosen 3 genotipos de camote y dos
épocas de siembra.

Fuentes de GLibertad Peso de Peso de
Variacion follaje/planta  Raices/planta
C.Medios C.Medios
Epocas 1 3,3004** 3,8134*
Repeticiones/Epocas 2 0,1210 0,1030
Genotipos 2 0,0219 0,3994
Tratamientos 2 0,0448 0,1629
Epocas*Genotipo 2 0,8226** 0,1688
Epocas*Tratamientos 2 0,0034 0,0583
Genotipo*Tratamientos 4 0,0504 0,0672
Epocas*Genotipo*Tratamientos 4 0,0063 0,0808

Error Conjunto 34 0,0797 0,1302
Significacion estadistica al nivel * p<0,05, ** p<0,01.

Lo mismo se puede apreciar en la figura 1, en la cual las diferencias estadisticas entre los tratamientos inductores no son
significativas. Para peso de raices tuberosasde camoteporplanta en los genotipos de camote evaluados, los tratamientos
inductores evaluados no tuvieron un efecto estadistico.
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En lo referente a peso de follaje por planta, se hallaron diferencias estadisticas al nivel de confianza del 95% para afios y
para la interaccion de genotipos por épocas, lo cual implica que estos componentes tienen relevancia para peso de follaje.
En la prueba estadistica entre inductores de resistencia versus testigo, se hallaron diferencias estadisticas para el peso de
follaje/planta, como se puede apreciar en la figura 2.

Peso de raices, kg por planta
1.2

0.6 -
0.4 -
0.2 -

T FP AS

Figura 1: Efecto de acido acetil salicilico (AS) y fosfito de potasio (FP) sobre el peso raices/planta (kg) en 3
genotipos de camote y 2 épocas de siembra.

Peso de Follaje, kg por planta

0.94
0.92 -
0.9 -
0.88 -
0.86 -
0.84 -
0.82 -
0.8 -
0.78 -

AS T FP

Figura 2: Efecto de acido acetil salicilico (AS) y fosfito de potasio (FP) sobre el peso de follaje por planta(kg) en
3 genotipos de camote, durante 2 épocas de siembra.

Los resultados de numerosas investigaciones realizadas durante las dos Gltimas décadas han demostrado que el acido
salicilico juega un papel importante en varios aspectos de las respuestas de defensa posteriores al ataque de un patégeno
(Dempseyet al.,1999). Resulta interesante, por lo tanto, seguir explorando las vias de sefializacion de esta molécula en el
contexto de la resistencia a enfermedades en los cultivos (Van Loon, 2008). Asimismo, es necesario evaluar el efecto de
dosis de AS ya que como toda fitohormona (requiere una especificidad para su accion en la induccién de defensas en las
plantas (Walters, 2009). En la presente investigacion se halld que el &cido acetil salicilico incrementé el peso del follaje en
el camote bajo condiciones de campo, lo cual concuerda en parte con lo hallado por Zhang et al.(2013) quienes
demostraron que el &cido salicilico estd relacionado con la longevidad del follaje en las plantas y el retraso de la
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senescenciaen Arabidopsis, lo cual podria explicar el efecto de dicha hormona sobre el peso fresco del follaje del camote
obtenido en esta investigacion.
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RESUMEN
La principal limitante del cultivo de papaya es la enfermedad causada por el virus de la mancha anillada del papayo
(PRSV). Experimentos de proteccion cruzada en condiciones de invernadero y campo fueron realizados a partir de dos
aislamientos suaves los cuales fueron “purificado” mediante tratamientos consecutivos de temperatura, dilucion y
envejecimiento “in vitro”. Para la obtencion de los aislamientos suaves, muestras de plantas de campo aparentemente
sanas (sin sintomas) pero positivas a PRSV (detectadas por NCM-ELISA) fueron colectadas después de inspeccionar de
21 localidades de las provincias de Chanchamayo y Satipo de la region Junin.
Para la seleccion final de los aislamientos suaves, se inocularon mecanicamente plantas sanas con savia de los
aislamientos purificados y se evalu6 la segregacion, se seleccionaron aquellos aislamientos que no produjeron sintomas o
solo produjeron sintomas muy suaves en 100% de las plantas.
En invernadero las plantas pre inoculadas mecanicamente con aislamientos “suaves” y posteriormente con uno o mas
aislamientos severos no mostraron sintomas de la enfermedad. En condiciones de campo, plantas inoculadas con
aislamientos suaves en invernadero fueron expuestas a condiciones de campo y se evalu6 su comportamiento y
produccion (ndmero de frutos por planta y peso de fruto). Las plantas pre inoculadas con variantes suaves no mostraron
sintomas y sus rendimientos fueron superiores significativamente al de las plantas testigos (no pre inoculadas con
variantes suaves sino con agua destilada). La metodologia usada permitio confirmar el valor de la proteccion cruzada en
invernadero y campo para el virus PRSV en el cultivo de papaya.

ABSTRACT

The main limiting the cultivation of papaya is the disease caused by the virus (PRSV) papaya ring spot. Experiments of
cross protection in greenhouse and field conditions were made from two mild isolates which were "purified" by means of
consecutive treatments of temperature, dilution and aging "in vitro". To obtain the mild isolates, field samples of
apparently healthy (without symptoms) but positive to PRSV (detected by NCM-ELISA) were collected after inspecting
21 locations in the provinces of Chanchamayo and Satipo in the region Junin. For the final selection of the mild isolation,
healthy plants were mechanically inoculated with purified isolates sap and assessed the segregation; those isolates that
produced no symptoms or only produced mild symptoms in 100% of the plants were selected. In greenhouse plants pre
mechanically inoculated with mild isolates and subsequently with one or more severe isolates showed no symptoms of the
disease. Under field conditions, inoculated with mild isolates in greenhouse plants were exposed to field conditions and
evaluated their behavior and production (number of fruits per plant and fruit weight). Pre plants inoculated with mild
variants showed no symptoms and their yields were significantly superior to the plant witnesses (not inoculated pre with
soft variants but with distilled water). The used methodology allowed to confirm the value of the cross-protection in
greenhouse and field for the PRSV virus on papaya cultivation.

INTRODUCCION
Papaya (Carica papaya) es un importante cultivo de “caja chica” en la selva peruana, tradicionalmente plantada por
pequefios agricultores. La enfermedad causada por PRSV, afecta aproximadamente el 90% de las areas de produccién de
papaya en el Perd. Los agricultores como una comun practica invaden nuevas areas del bosque amazoénico escapando de la
enfermedad, un proceso que causa deforestacion de la selva. Cuando la enfermedad llega a estas nuevas areas los
agricultores continian moviéndose a selva virgen, un ciclo de nunca acabar.
No es posible generar variedades resistentes, ya que no existen fuentes de resistencia en papaya para PRSV.
Una alternativa que se utiliza en otros paises es la generacion de material transgénico.
Se propone el desarrollo de variantes suaves del virus para contrarrestar la enfermedad (proteccion cruzada).

MATERIALES Y METODOS
El primer paso fue producir un antisuero para PRSV a partir de una variante severa de PRSV peruana y estandarizar la
técnica seroldgica de NCM-ELISA para el diagnostico especifico del virus (técnica sencilla y barata). Con la técnica
disponible se empezaron las prospecciones en la Selva Central para identificar y seleccionar aislamientos suaves de
PRSV, plantas sin sintomas pero positivas a PRSV, se hicieron evaluaciones en 8 distritos de las provincias de Satipo y
Chanchamayo en la region Junin. .
Los asilamientos suaves recolectados en campo, fueron mantenidos en plantas de papaya en invernadero, para luego
pasar por un proceso de “repurificacion” por medio de tratamientos de temperatura, dilucion y tiempo.
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Para la seleccion del aislamiento tipo (aislamiento suave) se inoculé mecanicamente plantas sanas de papayo con jugo de
muestras de hojas de plantas del asilamiento repurificado y se mantuvo en observacion por 45 dias.

Los aislamientos tipo (aislamientos suaves) obtenidos después de la “repurificacion” fueron evaluadas para proteccion
cruzada en condiciones de invernadero y campo. Para la evaluacion de proteccién cruzada en invernadero plantas sanas de
papaya fueron inoculas con un aislamiento suave y posteriormente con uno o varios aislamientos severos. Para la
experimentacion en campo, plantas sanas de papaya fueron inoculadas en invernadero con el aislamiento tipo y después
sembradas en campo, como la zona es endémica para PRSV, estas se infectarian facilmente con aislamientos severos de la
zona, cada experimentacion tenia sus controles negativos y positivos respectivos.

RESULTADOS Y DISCUSION
La técnica de NCM-ELISA estandarizada a partir de antisuero producido con variantes peruanas, tiene una eficiencia del
100% en la deteccion de PRSV. La flexibilidad de la técnica fue muy Util para el proyecto, dado que esta técnica permite
ir llenando la membrana a medida que se van colectando las muestras y procesarla en el momento que se desee (pueden
pasar muchas semanas antes de procesar la membrana con las muestras) y no es necesario un laboratorio sofisticado ya
gue no se necesita ningun equipo tipo lector de ELISA y los resultados se establecen por una simple observacion visual.
El diagnostico viral con NCM-ELISA se realizaron en las estaciones del CIP en San Ramdn y del INIA en Pichanaqui.
Se prospecionaron campos en produccion del cultivo en 23 localidades pertenecientes a 8 distritos y dos provincias
(Satipo y Chanchamayo) de la region Junin. Se encontraron y recolectaron dos aislamientos suaves, plantas
aparentemente sanas pero que resultaron positivas mediante la técnica de NCM-ELISA.
La repurificacion de estos aislamientos de campo permitid obtener aislamientos que segregaban 100 % variantes suaves al
inocular plantas sanas, lo que no ocurria con los aislamientos originales de campo.
Las plantas inoculadas con los aislamientos considerados suaves no produjeron sintomas al ser inoculadas posteriormente
con aislamientos severos y en condiciones de campo las plantas protegidas con aislamientos suaves lograron producciones
comerciales superiores al control sano (que se infectd naturalmente con PRSV), mayor nimero de frutos por planta y peso
por fruta.
Se concluye que la metodologia aplicada es exitosa y que existe proteccion cruzada de aislamientos suaves del virus de la
mancha anilla del papayo (PRSV) contra aislamientos severos del mismo virus. Este procedimiento se deberia
promocionar como una estrategia de control de la enfermedad.
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RESUMEN

La gran variabilidad morfoldgica y genética, debido a la reproduccién sexual por la que se viene propagando Stevia, hace
que no se pueda contar con una produccién uniforme de esta, en Arequipa uno de los lugares que se dedica a su
propagacion es el Fundo América ubicado en la Irrigacion Santa Rita de Siguas, en el cual se introdujo tres plantas de
Stevia (Stevia rebaudiana x Stevia puberula) y de la progenie segregante de las mismas se obtuvo muestras para analisis
bioquimico y molecular. Por medio del presente estudio se pretende conocer la variabilidad genética de diecinueve
muestras seleccionadas de esta progenie para lo cual se utilizaron siete primer tipo ISSR para realizar amplificaciones en
PCR, de los cuales ISSR-HB10 e ISSR-17898B son los mas informativos para detectar la variabilidad genética. Para
analizar estos datos se generd un dendograma en el programa PAST v. 1.94 viéndose que los subgrupos Il y 111 son los
que presentan mayor similitud con Stevia rebaudiana bertoni.

PALABRAS CLAVE: ISSR, Stevia rebaudiana, Stevia puberula

ABSTRACT

The great morphologic and genetic variability, due to the sexual reproduction for that one comes spreading Stevia, does
that it could not rely with a uniform production of this one, in Arequipa one of the places that dedicate of this propagation
is Fundo America, which is located in the Irrigation Santa Rita de Siguas, in which one was introduce three Stevia's plants
(Stevia rebaudiana x Stevia puberula) and of the offspring segregate of the same ones samples were obtained for
biochemical and molecular analysis. By means of the present study one tries to know the genetic variability of nineteen
samples selected of this offspring for which was used seven primers type ISSR were used for realizing amplifications in
PCR, of which ISSR-HB10 and ISSR-17898B are the most informative to detect the genetic variability. To analyze this
information were generated a dendogram in the program PAST v. 1.94 being seen that the subgroups the 1l and Il are
those that present major similarity with Stevia rebaudiana bertoni.

INTRODUCCION
En el 2004 Fundo América S.A.C introdujo en el distrito de Santa Rita de Siguas- Arequipa, hibridos de Stevia obtenidas
del cruzamiento de Stevia rebaudiana bertoni x Stevia puberula, Los estudios moleculares en los tltimos afios han sido de
gran ayuda para la estimacion de la diversidad genética, estudio de relaciones filogenéticas y desarrollo de mapas de
ligamiento, ya que usan ADN, él cual es méas preciso al brindarnos informacién molecular; por la que seria de gran ayuda
aplicar marcadores moleculares para poder determinar la variabilidad de las muestras que deseamos diferenciar.

Los ISSRs se han utilizado mucho por su rapida implementacion y por su bajo costo para establecer diversidad genética
(Awasthi et al., 2004; Jin et al., 2003; Zizumbo et al., 2005), para identificar cultivares estrechamente relacionados
(Carvalho et al., 2004; Gonzélez et al., 2005), para estudiar procesos evolutivos, biogeografia, asi como aspectos
relacionados con la ecologia de algunas especies vegetales (Liston et al., 2003; Wallace, 2003) por esta razon los ISSR
amplificados por técnica de PCR, nos brindan presencia y ausencia de bandas en geles de agarosa construyendo con esos
datos matrices de similitud, que al ser ingresados en programas como Past v. 1.94b, nos brindan dendogramas, gréaficos de
agrupamiento que representan el porcentaje de similitud entre las muestras.

De esta manera podemos identificar las muestras que tienen mayor relacién con Stevia rebaudiana, que es uno de sus
parentales

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de Muestras: Se recolectaron 19 muestras; Stevia rebaudiana sp e hibridos de Stevia rebaudina Bertoni X
Stevia puberula, provenientes de Fundo América- Santa Rita de Siguas, Arequipa-Perd. Las muestras son denominadas
por planta madre (M), hibridos de tallo Gnico (TU), hibridos de tallo ramificado (TR).

Extraccion y Amplificacion: La extraccion fue realizada a partir de tejido foliar mediante el método de extraccion
CTAB (Doyle & Doyle, modificado con Cloroformo-Octanol, 1993). La amplificacion del ADN se realiz6 con 07 primers
ISSR de Stevia (ISSR 844B, ISSR 844B, ISSR 17898 B, ISSR HB-10, ISSR HB-10, ISSR HB-11, ISSR HB-12, ISSR
HB-11). La mezcla de amplificacién contuvo 30ng/uL. de ADN molde, 0.02 U/uL de Taq polimerasa, 10X Buffer, 25mM
MgSO4, 0.2mM dNTPs, 0.6uM de primer y agua ultrapura. Las condiciones de amplificacion fueron para la
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desnaturalizacion (95 °C x 30 seg.), anilamiento entre 30-50 °C, calculada para cada primer x 30 min, elongacion a 70 °C
x 30 seg., seguido de una extension final a 72 °C x 2 min.

El producto de la PCR, fue analizado por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%, con 0.5 X de TBE vy tefiidos
con bromuro de etidio.

Analisis de la variabilidad: El andlisis de las bandas se realiz6 mediante fotografias ingresadas al programa Total Lab
TL100 para la construccion de la matriz binaria. La variabilidad genética se usé la distancia genética entre las muestras de
Stevia lo cual se represent6 en un dendograma utilizando el programa Past 1.94b.

Matriz de similitud: Para construir la matriz de similitud se tomaron datos de presencia y ausencia de bandas generadas
por cada marcador en cada muestra, de esta manera construir una matriz a ser analizada por Past v. 1.94b, la cual fue
usada para calcular valores de similitud entre cada genotipo usando los coeficientes de similitud Jaccard y Dice.

Dendograma: Usando la herramienta Multivar, la opcion Cluster analysis, del programa Pas v. 1.94t, se construyeron los
dendogramas, observando el coeficiente de relacién Cofenético.

RESULTADOS Y DISCUSION
Similitud Genética y Analisis del Dendograma basado en analisis con ISSR: El dendograma (Imagen N°1) construido
permite separar el arbol genético de acuerdo a los porcentajes de similitud entre las muestras, diferenciandose cinco
grandes grupos como se observa. El cluster obtenido, nos permite separar el grupo de Stevia rebaudiana y aquellas
posibles muestras que heredaron caracteres similares a este parental de las que tienen menor similitud.

El coeficiente de correlacion cofenético (Acufia, 2009), puede ser usado para medir la estructura jerarquica del
dendrograma que representa a las verdaderas distancias. Se define como la correlacion entre las n(n - 1)/2 pares de
disimilaridades y sus distancias cofenéticas del dendrogramas (es la distancia de similaridad a la cual dos observaciones
que aparecen en un mismo cluster fueron consideradas juntas por primera vez). Es decir el coeficiente usa las presencias y
ausencias para mediante una férmula decirnos cual de las asociaciones del dendograma es mas certera, de esta manera
podemos seleccionar el CLUSTER que tenga mayor precision en la asociacion de las muestras empleadas.Las muestras
de los grupos Il y 111 comparten menos del 50% de parentesco con Stevia rebaudiana, el otro porcentaje se podria deber al
otro parental.

En la amplificacion de las diecinueve muestras los marcadores ISSR-HB10 e ISSR-17898B son los mas informativos
para detectar la variabilidad genética de las 19 muestras de Stevia, los marcadores ISSR-17898B, ISSR-844B, ISRR-
17898A, ISSR-HB 11, mostraron amplificacion de las secuencias mientras los marcadores 1SSR-HB12 e ISSR-HB 15, no
mostraron amplificacién con ninguna de las muestras a analizar. Asi mismo la muestra N1(control negativo) pese a
presentar caracteres morfoldgicos similares a Stevia no amplifico fragmento alguno para ninguno de los marcadores. Los
marcadores moleculares han permitido separar grandes grupos, Los subgrupos, | (TR-02, M1), IV (M3, TU-13), V (TR-
01, TU-02, TU-10, TR-04), VI (TU-11), conforman las muestras que comparten menos bandas con Stevia rebaudiana. El
subgrupo 1l conformado por las muestras M2, TRC-01, TR-14, TU-09 y TR-10 y subgrupo Il conformado por TU-12,
TR-03 y TUC-09 presentan mayor porcentaje de similitud por compartir mas bandas con Stevia rebaudiana.
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Fig. 01: Dendograma empleando el coeficiente de similitud Jaccard
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Polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) en la caracterizacion
de ochenta accesiones de Theobroma cacao L. (cacao) del banco de germoplasma del
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT).

Juan Gallegos Diaz * Maria Valderrama Valencia
Universidad Catolica de Santa Maria

Resumen:

En el presente estudio se realizé con la finalidad de caracterizar molecularmente 80 accesiones de cacao del banco de
germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), localizado en Tarapoto departamento de San Martin, este
material tiene diferentes procedencias genéticas y geograficas como son: grupo ICT (provincias Mariscal Céaceres y
Tocache), Grupo rios tributaries amazoénicos y Grupo hibridos internacionales. . La extraccién del ADN se trabajo segin
el protocolo de Doyle & Doyle (1990) y la amplificacion PCR fuemediante la técnica de AFLP (Polimorfismo en la
longitud de los fragmentos Amplificados). Se usaron 9 cebadores selectivos, registrandose un total de 135 loci de los
cuales 97 mostraron polimorfismo. El analisis del poder discriminante de los cebadores mostro valores 6ptimos, ya que se
registraron indices de contenido polimérfico (PIC) de hasta 0.28 para el par de cebadores EcoRI-ACA/Msel-CAT, se
obtuvo un dendograma por el método no jerarquico de Neigbour-Joinning con el coeficiente de Jaccard utilizando el
programa PAST version 2.1b. Los parametros de la variabilidad poblacional se calcularon con la ayuda del programa
POPGENE. Se determin6 que la poblacion Mariscal Céaceres posee mayor variabilidad que el resto de poblaciones (h=
0.20), por otro lado, la poblacién correspondiente a Ecuador-Perd mostraron cierta cercania a la poblacion Amazonica.

Abstract

This study was conducted in order to molecularly characterize 80 accessions of cocoa genebank of the Institute of
Tropical Crops (ICT ), located in Tarapoto San Martin department , this material has different genetic and geographical
origins such as: ICT group ( Mariscal Céceres provinces and Tocache ), Group Amazonian rivers and tributaries
international hybrid group .. The DNA extraction protocol was of Doyle & Doyle (1990), and PCR amplification was
according to AFLP(Length Polymorphism amplified fragment ) technique . 9 selective primers were used, scoring a total
of 135 loci amplifications, from which 97 exhibit polymorphism. The analysis of the discriminating power of the primers
showed optimal values as indices of polymorphic content ( PIC ) of up to 0.28 were recorded for primer pair EcoRI-
ACA/Msel-CAT, a dendrogram was obtained by the non-hierarchical method neigbour - Joinning with the Jaccard
coefficient using the software PAST version 2.1b. The population variability parameters were calculated with the help of
POPGENE program. These analysis showed that the population Mariscal Céceres has greater variability than other
populations (h = 0.20). For other side, population belonging to Ecuador-Peru showed a close relationship with the
population from the Amazon.

Introduccion.

La Amazonia peruana contiene una gran biodiversidad en cultivos de cacao (Theobroma cacao L.), esta planta tiene una
elevada importancia econémica y social, las tareas de mejoramiento genético han demandado una adecuada
caracterizacion a nivel morfoldgico, sin embargo la caracterizacién molecular ain es insuficiente El cacao es considerado
como uno de los cultivos perennes mas importantes del planeta (Almeida A. y Valle R., 2007). Theobroma cacao L.
(cacao) es el cultivo de mayor importancia comercial a nivel mundial de las 22 especies que comprenden el género
Theobroma (Schnell R. et al., 2005), La demanda actual del cacao viene en aumento incluso por la agroindustria nacional
que importa un promedio de 3 500 TM al afio de grano de cacao debido a que la produccion nacional no consigue cubrir la
demanda. La constante demanda y la creciente produccion del grano de cacao, lleva a plantear estrategias para mejorar la
calidad en los siguientes aspectos: El Pert es uno de los centros de diversidad del cacao, pero las campafias de colecta y
caracterizacion de germoplasma promisorio son escasas (Chia J., 2009). La diversidad genética del cacao comprende el
conjunto de poblaciones silvestres y domesticadas, con distinto origen genético y grado evolutivo, que ocupan un nicho
ecologico especifico y, que teniendo caracteristicas semejantes y distintivas, se muestran variables o diferentes. El analisis
de la diversidad genética usando marcadores moleculares, permite determinar perfiles genéticos a nivel del ADN
(“genotipificacion” o ADN “fingerprinting”), muy Tutiles para la identificacion y diferenciacion inequivoca de cualquier
accesion en un banco de germoplasma.

Materiales y métodos.

Muestras: Se trabajé con 80 accesiones de cacao provenientes del banco de germoplasma del Instituto de Cultivos
Tropicales del Pert (ICT), de las cuales 43 de estas accesiones son originarias de las localidades de Juanjui en la provincia
de mariscal Céceres y Tocache en la provincia de Tocache, el segundo grupo contiene 28 accesiones originarias de
cultivos silvestres de las orillas de los rios tributarios del rio Amazonas entre las regiones Amazonas y Loreto, ademas de
9 clones hibridos cuyo origen es Trinidad y Tobago, Costa Rica, Ecuador y Peru
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Aislamiento y purificacién: Para el aislamiento del ADN de las hojas de cacao, previamente desecadas con silica gel, se
utilizé el método de Doyle J. y Doyle J. (1990), modificado por el departamento de biologia molecular del Instituto de
Cultivos Tropicales (ICT). Se pes6 0.15 gr. de muestra picada, y se coloc6 en 700 ul de tampén CTAB 2X a 65°C y 2 ul.
de B-mercaptoetanol, La purificacion se dio realizando lavados con 800 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), 300
pl de octanol: alcohol isoamilico (24:1), y finalmente isopropanol al 96%, Se realizé un Gltimo lavado del pellet con
etanol al 70%, por 5 minutos, centrifugandolo a 10 000 r.p.m. Posteriormente, se re-suspendio el precipitado de ADN en
50 pl de agua ultra pura y adicion6 2 pl de RNAsa e incubé a 37 °C por 2 horas. La determinacién de la pureza y
concentracion del ADN; Se realizé en un espectrofotémetro Thermo Scientific (Genesys 10S UV Vis), se leyé a 260 nm.
y 280 nm. para calcular la concentracién de la muestra de ADN. La evaluacion de la integridad del ADN extraido se
realiz6 con electroforesis en gel de agarosa al 1 % con 2 pl de bromuro de etidio.

Aplicacion de AFLP: La técnica de AFLP se realiz6 segin el método de Vos et al., 1995, se inicié con una digestion del
ADN con EcoR | y Mse I. por 2 horas a 37°C y se almacen6 a -10°C, luego se afiadié adaptadores especificos a los sitios
de los cortes, se uso los adaptadores EcoR I (F' 5°>-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ yR ' 5>-AATTGGTACGCAGTCTAC-
3’) Mse I (F' 5>-GACGATGAGTCCTGAG-3" y R' 5’>-TACTCAGGACTCAT-3") unidos por ligasa, y se amplificé con
PCR usando cebadores pre selectivos (+1/+1) Pre-EcoRI (5’-GACTGCGTACCAATTCA-3") y Pre-Msel (5°-
GATGAGTCCTGAGTAAC-3’) y luego se dio una seleccion especifica con cebadores selectivos (+3/+3): EcoRI-ACT +
Msel-CAT , EcoRI-ACA + Msel-CAA, EcoRI-ACA + Msel-CAT, EcoRI-ACC + Msel-CTA, EcoRI-AAC + Msel-CAC,
EcoRI-AAC + Msel-CTC, EcoRI-AAG + Msel-CTA, EcoRI-AGC + Msel-CTA, EcoRI-AGC + Msel-CAC. Los
productos de esta Gltima amplificacion por PCR se separaron, en gel denaturante de poliacrilamida. (PAGE), La tincion y
el revelado se realizaron segun los protocolos de Bassam B. et al., (1991) usando nitrato de plata (AgNO3) (2 g/l), Los
geles resultantes se documentaron con la ayuda de una cdmara digital.

Andlisis de la variabilidad: Con los marcadores se construyé una matriz de datos, se calcula el indice de contenido
polimérfico (PIC) y se hace el anlisis de agrupamiento por el método de Neighbour joining del programa PAST version
2.1b, usando el coeficiente de similitud de Jaccar. Con los resultados se realiza el andlisis de la variabilidad molecular
entre poblaciones, y se estima el indice de contenido polimérfico entre poblaciones.

i Resultados y discusion

Indice de contenido polimdérfico (PIC): Se evalué los valores de indice de contenido polimoérfico (PIC) (ver tabla 1) de
cada una de las combinaciones de cebadores especificos, los valores mas altos fueron documentados para la combinacion
de cebadores EcoRI-ACA / Msel-CAT con PIC igual a 0.28 y un porcentaje de polimorfismo de 83.3% y para EcoRI-
ACA | Msel-CAA con un PIC 0.22 y un porcentaje de polimorfismo de 84.2%, estas combinaciones pueden ser
considerados como combinaciones de cebadores 6ptimos de acuerdo con Saunders et al., (2000) quienes afirma que los
cebadores Optimos producen fragmentos de ADN féacilmente puntuables que muestran la reproducibilidad entre las
muestras y un alto namero de loci polimdrfico para elucidar la diversidad y discriminar entre muestras.

Tabla N° 1: resultados del contenido de informacion de polimorfismo obtenido de los 9 pares de cebadores especificos de
AFLP, en la caracterizaciéon molecular de 80 accesiones de Theobroma cacao L.

COMBINACION DE N° LOCI LOCI LOCI % LOCI PIC
CEBADORES MONOMORFICO POLIMORFICO POLIMORFICAS PROMEDIO
EcoRI-ACT + Msel-CAT 12 5 7 58.3 0.1
EcoRI-ACA + Msel-CAA 19 3 16 84.2 0.22
EcoRI-ACA + Msel-CAT 12 2 10 83.3 0.28
EcoRI-ACC + Msel-CTA 13 3 10 76.9 0.17
EcoRI-AAC + Msel-CAC 7 3 4 57.1 0.17
EcoRI-AAC + Msel-CTC 17 5 12 70.6 0.13
EcoRI-AAG + Msel-CTA 19 4 15 78.9 0.12
EcoRI-AGC + Msel-CTA 22 9 13 59.1 0.1
EcoRI-AGC + Msel-CAC 14 4 10 714 0.12
TOTAL 135 38 97 71.9
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Andlisis de similaridad y Agrupamiento: Usando el programa PAST version 2.1b (Hammer O. et al, 2001) se genero6 la
matriz de distancia genética entre las 80 accesiones estudiadas, utilizando el coeficiente de correlacion Jaccard (Sneath,
1908). Las asociaciones entre lineas, a partir de los datos fueron reveladas mediante el método no jerarquizado de
Neighbour joining (Saitou N. y Nei M. 1987) que es un sistema no métrico de agrupacion. Este permitié agrupar a las 80
accesiones de cacao en 4 cluster marcadamente definidos (Fig. 1)

Analisis de la variabilidad molecular entre poblaciones: Se constituyeron 5 poblaciones las que agruparon a las
accesiones de Mariscal Caceres, Tocache, Amazonicos, Perll — Ecuador y Trinidad y Tobago — Costa Rica, para realizar
los analisis entre las poblacionales y dentro de las poblaciones.

Porcentaje de loci polimdrfico (%PPL): El resultado del porcentaje de loci polimérfico entre poblaciones fue de
71.85%; que indica que como grupo perteneciente al banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales presenta
un alto potencial de polimorfismo y por tanto podria ser fuente de riqueza alélica para trabajos de mejoramiento genético
futuros

En cuanto a las poblaciones independientes se observa que las poblaciones de Mariscal Caceres y Tocache tienen los
valores més altos de porcentaje de loci polimérfico 55.56% y 54.07% respectivamente, Gallegos (2013), esto muestra de
una manera superficial que en términos de polimorfismo la mayor riqueza se encuentra en estas regiones, quiza
influenciada al manejo de los agricultores sobre estas accesiones. Zhang D. et al (2006) indica que estas localidades
corroboran la hip6tesis de que la Amazonia Peruana alberga un alto nivel de diversidad

40



ICT_ a3
CT 2
KT 16
CT_18
KT =5
ICT_32
KT 17

ET_54

Figura N° 1: Dendograma resultante de las 80
accesiones de Theobroma cacao L. del banco de
germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT),
con el método no jerarquizado de Neighborur Joining.

genética del cacao, finalmente sefiala que la
introduccion de poblaciones de semillas como parte de
planes de mejora del cultivo en zonas cacaoteras
peruana estad cambiando el espectro de hipétesis de que
la Amazonia  peruana alberga un alto nivel de
diversidad genética del cacao. Finamente sefiala que la
introduccion de poblaciones de semillas como parte de
planes de mejora de cultivo en zonas cacaoteras peruana
estd cambiando el espectro de germoplasma de cacao en
estas regiones. Por tal motivo las poblacién amazdnica
mostré un valor de 44.89% lo que guarda l6gica con
dichas aseveraciones. Las poblaciones Internacionales
Trinidad y Tobago - Costa Rica (17.78%) y Peru -
Ecuador (23.7%) tuvieron valores relativamente bajos,
estas diferencias pueden deberse a que son genotipos
diferentes, con origenes diferentes, de esta manera
Hasting K. 1997 indica que variacién en la estructura
genética describe la variacion del genotipo entre los
individuos..

El resultado de porcentaje de loci polimérfico entre
poblaciones fue de 71.85%; que indica que como grupo
perteneciente al banco de germoplasma del Instituto de
Cultivos Tropicales presenta un alto potencial de
polimorfismo y por tanto podria ser fuente de riqueza
alélica para trabajos de mejoramiento genético futuros.
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RESUMEN

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), esta alcanzando importancia mundial por su alto contenido proteico y balance ideal de
aminoacidos esenciales, considerado por FAO como alimento nutraceutico y orthomolecular para la humanidad. La investigacion,
busca mejorar las caracteristicas deseadas de la quinua, mediante cruzas simples y dobles y con ayuda de la genética molecular
determinar distancias genéticas entre progenitores para acortar y facilitar la hibridacién, utilizando dos ambientes para la
autofecundacion y seleccion (Puno y Arequipa); se propone desarrollar nuevas variedades por seleccion convencional, para las
diferentes condiciones agroclimaticas del Per(, donde se seleccione, demostrar la utilidad de marcadores genéticos, pronosticar
varianzas de segregacion de poblaciones de quinua segregantes. Se utilizd ocho genitores (Salcedo INIA, Huariponcho, Choclito,
Chullpi rojo, Pasankalla, Negra Kollana, Kancolla, Pandela rosada), determinado el valor de similitud genética y distancias genéticas
en la Universidad Hohenheim-Alemania, utilizando la metodologia GBS. Se efectu6 28 cruzas simples (setiembre 2011 a abril 2012),
obteniendo semillas F1, siguiendo la metodologia descrita para quinua. Las F1 de cruzas simples més distantes y méas cercanas, fueron
cruzadas, obteniendo seis cruzas dobles, luego autopolinizadas en Puno y Arequipa para acortar tiempo, estando actualmente en S2 las
cruzas dobles y S4 las cruzas simples. Cada generacion de autofecundacion, fue caracterizada morfolégicamente para determinar
posibles genotipos disponibles y aumentar homocigosis. En las cruzas dobles se han polinizado 494 flores, obteniendo 397 semillas
hibridas dobles (80.3 %).

ABSTRACT

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), is reaching global significance for its high protein content and ideal balance of essential amino
acids, considered by FAO as nutraceutical and orthomolecular food for humanity. The research seeks to improve the desired
characteristics of quinoa , with simple, double crosses and using molecular genetics to determine genetic distances between parents to
shorten and facilitate hybridization using two environments for selfing and selection (Puno and Arequipa); aims to develop new
varieties by conventional breeding for different agro-climatic conditions of Peru, where select, demonstrate the utility of genetic
markers to predict segregation variance in segregating populations quinoa. Eight parents (INIA Salcedo, Huariponcho, Choclito,
Chullpi, Pasankalla, Negra Kollana, Kancolla, Pandela rosada) was used, determined the value of genetic similarity and genetic
distances in the Hohenheim University, Germany, using the GBS methodology. 28 single crosses (September 2011 to April 2012) was
performed, obtaining F1 seeds, following the methodology described for quinoa. The F1 more distant and closer single crosses were
crossed, getting six double crosses, then self-pollinated in Puno and Arequipa to shorten your time, currently being in the S2 and S4
double crosses single crosses. Each generation of selfing was morphologically characterized for possible genotypes available and
increase homozygosity. In the double crosses 494 flowers were pollinated, hybrid seeds double obtaining 397 (80.3 %).

INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), cultivo originario de los Andes, esta alcanzando importancia mundial por su alto contenido
de proteinas y balance ideal de aminoacidos esenciales siendo calificado por FAO como el mejor alimento nutraceutico y
orthomolecular para la humanidad. La diversidad genética disponible es amplia y requiere caracterizacion morfologica y molecular
para poder utilizar adecuadamente en el mejoramiento genético, puesto que se necesita aumentar los rendimientos, encontrar genotipos
de alta resistencia al Mildiw (Peronospora variabilis), resistencia a factos adversos del cambio climético y adaptacion a diferentes
condiciones agroclimaticas. El genetista moderno busca mejorar las caracteristicas agrondmicas, de produccion y arquitectura de
planta, que le permita una cosecha mas rapida, eficiente y con menores desperdicios y por ello, utiliza la agrobiodiversidad para
seleccionar y recombinar caracteres hasta encontrar genotipos deseados con mejor adaptacion, produccion y resistencia a factores
abidticos adversos. La investigacion, busca mejorar las caracteristicas deseadas de la quinua, mediante cruzas simples y dobles y con
ayuda de la genética molecular determinar distancias genéticas entre los progenitores para acortar y facilitar el proceso de hibridacion
y mejoramiento de esta especie, utilizando diferentes ambientes (Puno y Arequipa) para los trabajos de autofecundacion y seleccidn,
teniendo como meta desarrollar nuevas variedades por seleccion convencional, para las condiciones agroclimaticas del Per, donde se
efectle las selecciones, demostrar la utilidad de marcadores genéticos para pronosticar varianzas de segregacion de poblaciones de
quinua segregantes.

MATERIALES Y METODOS
Los trabajos se inician en Puno, Universidad Nacional del Altiplano, sembrando 8 variedades de quinua utilizados como genitores (1.
Salcedo INIA (SAL), 2.Huariponcho (HUA), 3. Choclito (CHO3), 4. Chullpi rojo (CHU), 5. Pasankalla (PAS), 6.Negra Kollana
(COL), 7.Kancolla (KCA) y 8.Pandela rosada (PAN)), con 4 repeticiones y 3 fechas de siembra, para obtener polen viable y ovario
receptivo. De las plantulas al estado de 8 hojas verdaderas, se obtuvieron hojas tiernas, que fueron desecadas con gel, luego
preparadas, identificadas y embolsadas siguiendo el protocolo para dicho fin y determinado el valor de similitud genética y distancias
genéticas en la Universidad de Hohenheim- Alemania, utilizando la metodologia GBS (Elshire, et al; 2011). Luego se efectuaron 28
cruzas simples posibles (8x7/2= 28), de setiembre 2011 a abril 2012, obteniendo semilla F1 y siguiendo la metodologia descrita por
Mujica, et al (2013a). Las F1 de cruzas simples mas distantes y mas cercanas, seleccionadas, tres en cada caso, fueron cruzadas,
obteniendo cruzas dobles, seguidamente se efectlo autopolinizaciones SO, S1, S2, S3 y S4, entre Puno y Arequipa de las cruzas
simples, tanto en invernadero como en campo para ganar tiempo y las semillas F1 de las cruzas dobles se han autopolinizado en
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invernadero y campo en Puno y Arequipa, estando actualmente en la S2 las cruzas dobles y S4 las cruzas simples. En cada generacion
de autofecundacion, se ha efectuado caracterizaciones morfol6gicas para determinar los posibles genotipos disponibles y aumento de
homocigosis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizd 28 cruzas simples posibles entre los 8 genitores, obteniendo semillas F1 en cada cruza, que se observa en la Tabla 1,
demostrando que la metodologia de hibridacion utilizada es adecuada y permite obtener semillas hibridas en cada caso.

Tabla 1. Namero de Semillas F1 obtenidas por repeticion en cruzas simples. UNA-Puno. 2012.

CRUZAS REPETICIONES TOTAL
| 11 i v
1X2 2 7 0 10 19
1X3 2 2 0 2 6
1X4 0 5 0 0 5
1X5 4 1 2 1 8
1X6 0 5 2 0 7
1X7 5 1 0 1 7
1X8 3 0 0 1 4
2X3 7 8 10 7 32
2X4 2 6 2 0 10
2X5 5 12 0 1 18
2X6 7 9 7 8 31
2X7 10 4 7 8 29
2X8 2 13 8 4 27
3X4 0 1 0 0 1
3X5 2 0 2 3 7
3X6 0 1 3 1 5
3X7 1 0 5 6 12
3X8 0 5 6 2 13
4X5 5 3 4 8 20
4X6 2 3 4 0 9
4X7 0 1 2 6 9
4X8 0 0 3 8 11
5X6 0 0 0 2 2
5X7 0 0 0 1 1
5X8 0 2 2 0 4
6X7 3 3 7 10 23
6X8 0 6 1 6 13
7X8 10 9 8 2 29

La determinacion de las distancias genéticas se efectuaron en la Universidad de Hohenheim, Alemania, cuyos resultados indican que
las accesiones mas distantes son: Kcancolla con Huariponcho, Salcedo-INIA con Huariponcho y Pasankalla con Kcancolla y las
emparentadas: Kancolla con Negra Collana, Salcedo- INIA con Pandela y Salcedo INIA con Negra Collana. Los marcadores
utilizados fueron obtenidos por el método de GBS (Genotiyping-by Sequencing), debido a una alta proporcién de datos por parejas y
exclusion de otros, obteniendo el dendograma. Las semillas hibridas F1 distantes y cercanas seleccionadas, procedentes de cruzas
simples, fueron autofecundadas tanto en invernadero y campo, en Puno y Arequipa, encontrdndose actualmente en la S4; luego los 6
hibridos F1 procedentes de cruzas simples distantes (3) y cercanas (3), fueron sembradas en Puno, en 3 fechas de siembra del 30
noviembre al 16 diciembre del 2012, con 4 repeticiones y al llegar a floracion fueron hibridadas en invernadero del 02 febrero al 10
abril del 2013, obteniendo cruzas dobles, para disponer de mayor variabilidad y posteriormente efectuar autofecundaciones para
obtener homocigosis y luego seleccion, disponiendo de semillas hibridas de cruzas dobles en total 397 semillas (236 distantes y 161
cercanas) que se muestra en el Cuadro 2, incluido el nimero de flores polinizadas y semillas hibridas logradas, con un porcentaje
promedio del 80.3% de semillas conseguidas después de la hibridacién.

Tabla 2. Cruzas dobles de hibridos F1 distantes y cercanos genéticamente, flores polinizadas y semilla hibridas dobles obtenidas.

Cruzas Semillas % Distancias

seleccionadas Flores obtenidas genéticas
polinizadas

1.(2x7) X (1x2) 98 69 70.4 Distante

2.(2x7) X (5x7) 77 70 90.9 Distante

3.(1x2)X (5x7) 113 97 85.84 Distante

1.(6x7) x (1x8) 44 29 65.9 Cercana
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2.(6x7) x (1x6) 68 44 64.7 Cercana
3.(1x8)x (1x6) 94 88 93.61 Cercana
Total 494 397

Promedio 80.36

En la Figura 1, se muestra las cruzas dobles distantes genéticamente, con las semillas hibridas obtenidas (Mujica et al, 2013b). Los
hibridos dobles de cruzas distantes y cercanas fueron autofecundadas (S0) en Arequipa de octubre a enero 2012 y cosechadas en Junio
2013, luego la S1 sembradas en enero del 2014 en Characato- Arequipa, encontrandose actualmente en plena autofecundacion.

Figura 1. Semillas hibridas obtenidas de las cruzas dobles distantes y cercanas genéticamente.

CRUZAS DOBLES GENETICAMENTE
DISTANTES:

(27) * (1) (2x7) * (5x7) (1x2) * (5x7) l cauza
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RESUMEN
Una alternativa para la propagacién de plantas matrices de Coffea arabica a escala comercial con caracteristicas de gran interés

agronoémico como la resistencia a roya, buena calidad de taza y alta productividad es la clonacion por enraizamiento de rebrotes. El
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de tres de medios de enraizamiento (al aire, jiffy, arena media) y cuatro dosis de acido
indolbutirico (0,00; 0,05; 0,10 y 0,40%) sobre la capacidad de enraizamiento de rebrotes deC. arabica mediante camaras de
nebulizacion; a través de un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 3 x 4, con 3 repeticiones y 5 estacas por unidad
experimental. Al término de los 45 dias se obtuvieron enraizamiento del 70% utilizando jiffy como medio de enraizamiento y dosis de
&cido indolbutirico al 0,10%.

ABSTRACT
An alternative matrices for the propagation of Coffea arabica plants on a commercial scale with characteristics of great agronomic

interest such as rust resistance, good quality and high productivity cup is cloning by rooting of shoots. The aim of the study was to
evaluate the effect of three rooting media (air, jiffy, medium sand) and four doses of indole butyric acid (0,00; 0,05; 0,10 and 0,40%)
on the rooting of shoots ability of C. arabica by spray chambers; through a completely randomized design (DCA) 3 x 4 factorial
arrangement, with 3 replications and 5 cuttings per experimental unit. At the end of 45 days of 70% rooting were obtained using jiffy
as rooting medium and indolebutyric acid dose 0,10%.

INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas mas importantes en el mundo. Es producido y exportado por mas de cincuenta paises en
desarrollo de América Latina, Africa y Asia. El Per( es el tercer mayor productor de café de Sudamérica, detras de Brasil y Colombia,
exportando a 46 paises, el 60% de los cuales se encuentra en Europa y es muy cotizado por su calidad de taza. Sin embargo en los dos
ltimos afios, la cosecha de café cayd en un 18%, afectada por las secuelas del hongo de la roya y la plaga de broca, por lo que se
busca materiales genéticos promisorios con tolerancia a roya como una estrategia de control a corto y mediano plazo, siendo la
propagacion vegetativa una de las estrategias viables.

Los cultivares de C. arabica son predominantemente autopolinizados y, consecuentemente, homocigotas y bastantes uniformes, razon
por la cual son cominmente propagados por semillas, sin embargo pueden alcanzar hasta un 20% de alogamia, no pudiendo preservar
plantas heterocigéticas para locis génicos condicionantes a heterosis para produccion de granos y de resistencia a un determinado
patégeno (Bergo et al., 2000). Jesus (2003) menciona que esta preservacion es posible por medio de la clonaciény puede ser por medio
del enraizamiento de estacas. Asimismo, la clonacion de café puede traer beneficios, como la posibilidad de seleccionar y producir
plantas matrices con caracteristica de gran interés agronémico que dificilmente serian reunidas en un cultivarheterocigota propagado
por semillas, como por ejemplo la resistencia a roya del café, buena calidad de taza y alta productividad. En base a lo mencionado, la
investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de tres medios de enraizamiento (al aire, jiffy, arena media) y cuatro dosis de acido
indolbutirico (0,00; 0,05; 0,10 y 0,40%) sobre la capacidad de enraizamiento de rebrotes de C. arabica, mediante cdmaras de
nebulizacion.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el vivero de la empresa Reforesta Pert S.A.C, ubicado en el distrito de la Banda de Shilcayo, San
Martin, Per0; el cual se encuentra a una altitud de 325 msnm; registra una temperatura y una precipitacion promedio mensual de
25,44°C y 72,3 mm, respectivamente y una humedad relativa promedio mensual de 70,3% (IIAP 2014). El material vegetativo se
obtuvo de 20 plantas de café (Coffea arabica) perteneciente a una coleccidn de plantas matrices promisorias con caracteristicas
fenotipicas de tolerancia a roya, alta productividad y buena calidad de taza. Los brotes vigorosos de 15 cm de longitud fueron
colectados en horas tempranas del dia entre 05:30 h y 07:30 h con tijeras de podar desinfectadas con alcohol a 96% vy trasladados al
area de propagacion en cajas térmicas en papel himedo para evitar su deshidratacion. Los rebrotes se procesaron en un solo dia en un
maédulo bajo sombra y se prepararon con un corte oblicuo justo arriba de un nudo; de 2,4 mm didmetro y 8,0 cm de longitud, se
podaron las hojas al 50% para dejar una superficie foliar aproximada de 50 cm?. Estas fueron tratadas con 4 dosis de &cido
indolbutirico (AIB): 0,00; 0,05; 0,10 y 0,40%. Las soluciones hormonales se prepararon con la disolucion precisa de AIB
quimicamente puro, en alcohol a 96%, para obtener la concentracion deseada. El AIB fue aplicado a la base de los rebrotes en 10 pL
de solucion a través de una micropipeta, para asegurar que todas recibieran igual cantidad. Los rebrotes sin tratamiento hormonal
recibieron una cantidad similar de alcohol Unicamente. Inmediatamente después de la aplicacion, se procedié a evaporar el alcohol,
sometiendo la base de los rebrotes a una corriente de aire frio durante un minuto. Los rebrotes se colocaron en los medios de
enraizamientos (al aire®, jiffy? y arena media®) dentro de las cdmaras hiimedas. Se realizaron inspecciones cada 2 dias para detectar y
corregir problemas sanitarios, eliminar hojas caidas o estaquillas con sintomas de necrosis que pudieran ser foco de infeccién. Se
utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x4 (3 medios de enraizamiento x 3 dosis de AIB) con 3 repeticiones y 5
rebrotes por unidad experimental, que generd 15 rebrotes para obtener el promedio de cada combinacion de tratamientos. Los datos
fueron analizados mediante los modelos lineales generales y mixtos y sometidos a la prueba de LSD Fisher (p<0.05) para determinar la
naturaleza de las diferencias entre tratamientos, para realizar los andlisis se utiliz6 el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2014).

Siembra de estacas en bandejas al aire libre, es decir sin la presencia de sustratos.
2 .. . "

Recipientes de turba han sido elaborados con musgo de turba y fibras de madera.
*Material de cantera de 0,2 a 1,0 mm de diametro.

46



RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de los medios de enraizamiento

Las pruebas de hipotesis marginales (Tabla 1) para medios de enraizamiento mostraron diferencias estadisticas para las tres variables
evaluadas (porcentaje de enraizamiento, nimerode raices y longitud de raices), asimismo para dosis de AIB y la interaccion (medios
de enraizamiento x dosis de AIB) no mostraron diferencias estadisticas.

La prueba LSD Fisher (tabla 2) mostré que el mayor porcentaje de enraizamiento, nimero de raices y longitud de raiz se obtuvo con
Jiffy como medio de enraizamiento (70%, 2,0 raices y 1,26cm respectivamente. Estos resultados estan asociados a que el jiffy tiene
una buena porosidad como medio de enraizamiento que permite un buen intercambio gaseoso de las raices ademas que mantiene un
buen nivel de humedad. Sanchez et al., (2010), menciona que el jiffy permite un mejor contacto del sistema radicular con el aire, el
cual induce a una mejor crecimiento y beneficia la estructura radical de la especiePinus radiata.

Tabla 1. Prueba de hip6tesis marginales para evaluar el efecto de medios de enraizamiento y dosis de acido indolbutirico variables
relacionados con el enraizamiento de rebrotes de Coffea arabica evaluadas a los 40 dias.

Fuente de variacion gl Enraizamiento Raices Longitud raiz
(%) N° (cm)
A (Medios de enraizamiento) 2 <0,0001 S 0,001 S 0,000 S
B (Dosis de AIB) 3 0,166 ns 0,524 ns 0,846 ns
AxB 6 0,053 ns 0,387 ns 0,944 ns

Tabla 2. Prueba de rango multiple LSD Fisher por medio de enraizamiento para las variables relacionadas con la capacidad de
enraizamiento de rebrotes de Coffeaarabica.

Medios de Enraizamiento Raices Longitud raiz
enraizamiento (%) N° (cm)
Al aire 16,51% b 0,13 b 0,09 b
Jiffy 70,00% a 2,10 a 1,26
Arena media 24.17% b 0,17 b 0,05

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Efectos de la dosis de AIB

A pesar de no existir diferencias estadisticas segin las pruebas de hip6tesis marginales (tabla 1), se pudo observar diferencias
numéricas y el afecto aplicando dosis de AIB al 0.10% mostrando unmayor porcentaje de enraizamiento (36,11%), seguido de las
dosis 0,05% y 0,40% (porcentaje de enraizamiento de 10,00% y 15,56%, respectivamente). Es importante mencionar que al aplicar
AIB aumenta el porcentaje de enraizamiento. Este patrdn de respuesta ha sido encontrado en gran cantidad de otras especies (Blazich
1988, Hartmann y Kester 1996, Mesén 1993), donde normalmente se da un aumento en la capacidad de enraizamiento al aumentar la
dosis de auxina hasta alcanzar un 6ptimo, a partir del cual cualquier aumento en dosis de auxina resulta en una disminucion en el
enraizamiento debido a los efectos toxicos de la sobredosis. Los efectos positivos de las auxinas en el enraizamiento han sido
asociados a sus efectos sobre la division celular, el aumento de transporte de carbohidratos y otros cofactores foliares a los sitios de
aplicacion, asi como a la estimulacién en la sintesis de ADN en las células tratadas (Mesén et al., 1996).

Para el nimero promedio de raices y longitud de raices mostrd la tipica tendencia creciente al aumentar la dosis de AIB, como se ha
observado en muchas otras especies tropicales (Mesén 1993, Mesén et al. 1996). El nimero de raices producido por las estaquillas es
altamente influenciado por la habilidad de la estaca a suplir carbohidratos, ya sea de reserva o producido mediante fotosintesis, al area
donde surgen las raices (Lovell y White 1986, Moe y Andersen 1988, Veierskov y Andersen 1982). Por lo tanto, una vez que la
estaquilla enraiza, las dosis crecientes de AIB, mediante sus reconocidos efectos sobre la division celular y el transporte de sustancias
hacia la base de la estaquilla, permiten el desarrollo de un mayor nimero de raices, como se presenté en el presente estudio.
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RESUMEN

La investigacion se realizo en laboratorio de cultivo de tejidos vegetales in vitro fundo “La Catolica” de la UCSM con el fin de
evaluar la respuesta de cuatro modalidades de microinjerto (hendidura, escision, T invertida y T normal) con tres auxinas (ANA 10
ppm, AlA 25 ppm, AIB 50 ppm) y cuatro tiempos de inmersion de los apices meristematicos a injertar (5, 15,30 y 60 minutos) en las
soluciones de auxinas. Después de 30 dias se procedi6 a su evaluacion encontrandose que el microinjerto en hendidura presento un
prendimiento de 60% para limonero y 66% para naranjo. En el efecto de las auxinas se observo que el AIB con un tiempo de
inmersion de 15 minutos logro 92% para limonero y 96% para naranjo. En aclimatacion las plantas tratadas con AIB y 15 minutos de
inmersion alcanzaron a los 30 dias 53.8% y 57,14% de sobrevivencia para limonero y naranjo.

ABSTRACT: The research was conducted in laboratory of plant tissue culture in vitro founded “La Catolica" of the UCSM in order to
assess the response of four forms of micrografting (slit, excision, inverted T and T normal) with three auxins (NAA 10 ppm, IAA 25
ppm, IBA 50 ppm) and four dive times of the apices meristematic graft (5, 15.30 and 60 minutes) in the solutions of auxins. After 30
days will be proceeded to its evaluation found that the micrograft slit introduced a apprehension of 60% for lemon and 66% for
Naranjo. In the effect of auxins it was observed that the IBA with a dive time of 15 minutes achieving 92% for lemon and 96% for
Naranjo. Acclimation in plants treated with IBA and 15 minutes of immersion reached 30 days 53.8 % and 57.14 % of survival for
lemon and orange.

INTRODUCCION

Las enfermedades de los citricos producidas por viruses, viroides, micoplasmas y otros organismos similares (en general llamados
viruses) producen importantisimas pérdidas econémicas en todo el mundo. Algunas enfermedades provocan la muerte comercial de los
arboles y otras la disminucién de la produccién del 20 al 30%, baja calidad del fruto, perdida de vigor y longevidad de los arboles
(Monteverde, 1994).

Estas enfermedades estan muy extendidas debido a la propagacion vegetativa del material infectado y a la practica del injerto. Es
normal encontrar varios tipos de virosis en el mismo arbol y en muchos paises como Colombia, practicamente el 95% de los arboles de
las plantaciones estan afectadas por alguna virosis (Pefiaranda, 1993).

Frente a ello fue desarrollada la técnica del microinjerto que permite generar plantas libres de patégenos mediante la produccion de
plantas microinjertadas in vitro, en la que se ha podido observar que presenta algunas dificultades, como el bajo prendimiento de los
microinjertos, como en el caso del duraznero y naranjo que permiten entre el 20 y 30% (Mosella y Ascui, 1993).

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL: Limon sutil (Citrus aurantifolia) que serd microinjertado en limén rugoso (Citrus jambhiri), y naranja
dulce (Citrus sinencis) que sera microinjertada en mandarina Cleopatra (Citrus reshii).

METODOLOGIA Los portainjertos ya desarrollados, fueron extraidos de sus recipientes, se les eliming el epicétilo a 2 cm del cuello
de la plantula y los cotiledones, también fue eliminada la parte final de la raiz, dejando un trozo de dos centimetros aproxi madamente
(Navarro, 1979). Esta operacion se realiz6 sobre una placa petri que contenia hojas de papel filtro que fueron previamente
autoclavadas a 121°C durante 30 minutos.El 4pice “injerto” aislado con un bisturi se colocé sobre la superficie decapitada del patron,
este procedimiento de preparacion del patron y el aislamiento del apice se llevo a cabo asépticamente y con un estereoscopio (Navarro,
1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta de los apices meristematicos a las cuatro modalidades de microinjerto : Con la aplicacion de ANA, se puede distinguir que
en limonero solo se tuvo éxito cuando se procedio a colocar los pices injerto en ANA por un tiempo de 15 minutos, mientras que en
naranjo con 15, 30 y 60 minutos se tuvo microinjertos prendidos en porcentajes que estan muy por debajo de los testigos que
presentaron 60% y 66% de microinjertos prendidos en limonero y naranjo respectivamente lo cual probablemente sea debido a que el
ANA es excelente en la promocion de raices pero puede provocar dafio en las plantas por concentraciones excesivas (Weaver, 1976),
lo que nos hace suponer que la concentracion de ANA (53,70 uM); usada cominmente a fin de incrementar el porcentaje de
prendimiento de injertos en vid (Weaver, 1976), podria ser demasiado alta para tratar tejidos jovenes y de pequefio tamafio como los
del apice injerto (Carvalho et al., 1998), por tiempos mayores a 15 minutos, razén por la cual estaria causando a su vez que los apices
microinjertados se mantengan vivos pero sin ningin crecimiento después de los 30 dias.
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RESPUESTA EN PORCENTAJE (%) DE LOS MICROINJERTOS EN HENDIDURA A LA APLICACION DE ANA
(53,70 uM) A LOS 30 DIAS DE EVALUACION

LIMONERO NARANJO
TIEMPO
EN PRENDIDO| VIVOS SIN CON NO PRENDIDO| VIVOS SIN CON NO
MINUTOS S D. CALLO VIABLES S D. CALLO VIABLES
0 60 28 12 0 66 22 12 0
5 0 100 0 0 0 100 0 0
15 20 80 0 0 24 76 0 0
30 0 100 0 0 20 80 0 0
60 0 100 0 0 20 80 0 0

Con la aplicacion de AIA , podemos ver que, el AIA no influyé positivamente en el aumento del porcentaje de microinjertos
prendidos, en comparacion con el tratamiento testigo, ni en limonero ni en naranjo; esto probablemente se deba a que una de las
dificultades para experimentar con AlA es que la auxina adicionada es inactivada muy rapidamente en la mayoria de tejidos y a
menudo es muy dificil mantener concentraciones mas altas de lo natural en los tejidos experimentalmente (Bidwell, 1993).

RESPUESTA EN PORCENTAJE (%) DE LOS MICROINJERTOS EN HENDIDURA A LA
APLICACION DE AIA (142,70 uM) A LOS 30 DIAS DE EVALUACION
TIEMPO LIMONERO c.v.= 8,2 NARANJO c.v.=78
VIVOS CON NO
EN MINUTOS| PRENDIDOS| SIND. | CALLO |VIABLES|PRENDIDOS |[VIVOS SIN D.JCON CALLO|NO VIABLES

0 60+0 a 28 12 0 66+54 a 22 12 0

5 56+89 a 24 20 0 56+8,9 ab 24 20 0

15 60+0 a 20 20 0 600 a 20 20 0

30 56+89 a 24 20 0 600 a 20 20 0

60 64+89 a 16 20 0 52+10,9 b 20 20 8

* Letras diferentes indican que existe diferencia estadistica significativa (Tukey p<0.05)
* Los valores son promedios + la desviacion estandar de 25 réplicas

Con la aplicacion de AIB, podemos observar que el AIB influy6 positivamente en el incremento del porcentaje de microinjertos
prendidos, con relacion a los resultados obtenidos en el tratamiento testigo, tanto en limonero como en naranjo.Esta respuesta obtenida
es probablemente a causa de que el AIB tiene una actividad auxinica débil y los sistemas de enzimas destructoras de auxinas la
destruyen en forma relativamente lenta, se desplaza muy poco, se retiene cerca del sitio de aplicacion. Mientras que las auxinas que se
desplazan con facilidad pueden causar efectos indeseables de crecimiento en la planta propagada (Weaver, 1976).

AlIB EN

RESPUESTA EN PORCENTAJE (%) DE LOS MICROINJERTOS EN HENDIDURA A LA APLICACION DE

LIMONERO Y NARANJO A LOS 30 DIAS DE EVALUACION
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TIEMPO. LIMONERO c¢.v.=10,9 NARANJO c.v.=9,8

VIVOS CON NO
EN MINUTOS|PRENDIDOS| SIND. | CALLO | VIABLES [PRENDIDOS |[VIVOS SIN D.|CON CALLOINO VIABLES
0 600 ¢ 28 12 0 6654 b 22 12 0
5 600 ¢ 40 0 0 68+109 b 28 0 4
15 92+109 a 8 0 0 96+89 a 4 0 0
30 80x0 b 20 0 0 80x0 b 20 0 0
60 80+0 b 20 0 0 800 b 20 0 0

* Letras diferentes indican que existe diferencia estadistica significativa (Tukey p<0.05)
* Los valores son promedios = la desviacion estandar de 25 réplicas

Respuesta a la aclimatacion de las plantas microinjertadas de limén sutil sobre limén rugoso y naranja dulce sobre mandarina
Cleopatra en condiciones de invernadero. El porcentaje mas alto lo tuvo el tratamiento de 15 minutos con 57,1%, resultados superiores
a los mencionados por Mosella y Ascui (1993), quienes reportan que reduciendo el estrés de la plantula, lograron aumentar a 32% el

éxito del

trasplante a macetas de los microinjertos de naranja Thomson sobre citrange Troyer, y similares a los obtenidos por

Déogratias et al. (1986), en microinjertos de Prunus avium y Prunus persica con plantas jovenes, quien obtuvo 50% de sobrevivencia
de las pléantulas, pero inferiores a los resultados reportados por Navarro (1979) quien menciona un 95% de sobrevivencia en diversos

citricos y

o &M W dE

por Starrantino (1992) que obtuvo 63% de sobrevivencia en plantulas microinjertadas de naranja dulce, limén y clementinas..
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RESUMEN

La aplicacion del Sistema de Inmersién Temporal (SIT) en Biorreactores tiene potencialidad de mejorar la eficiencia de micro
propagacion en el cultivo de pifia. Sin embargo, el éxito de la implementacion y desarrollo de la técnica exige la formulacion de
protocolos precisos para cada variedad. El presente estudio tuvo como objetivos: i) evaluar la respuesta de tres variedades de pifia
(“Samba de Chanchamayo”, “Cayena Lisa” y “MD2”) a la propagacion con SIT en biorreactores, ii) evaluar diferentes medios de
cultivo para la propagacion de la variedad MD2 con el SIT en biorreactores, Y iii) evaluar la respuesta a la aclimatacion plantulas
MD?2 bajo condiciones de Chanchamayo. Los resultados muestran que la variedad MD2 tiene la mayor factibilidad de ser propagada
por el SIT en biorreactores alcanzando tasas de multiplicacién de 18.8 en comparacion con Cayena Lisa (10.2) o Samba de
Chanchamayo (6.0). Adicionalmente, no se encontraron diferencias significativas en la aclimatacion y endurecimiento de plantulas de
MD2 bajo condiciones de Chanchamayo entre los tratamientos, lo que muestra la facilidad de introducirlos para campo definitivo. Esta
investigacion muestra la factibilidad de mejorar la eficiencia de micro propagacion y a la aclimatacion en la variedad de pifia MD2.
Esta herramienta constituye una innovacion principalmente para el sector dedicado a la multiplicacion de plantulas, ya que su
implementacion puede permitir el escalamiento y masificacion de esta variedad.

ABSTRACT

New technologies to improve conventional micro propagation need the development of alternative methods such as Temporal
Immersion Systems (SIT) in bioreactors. SIT has the potential to improve the efficiency of pineapple micro propagation. However, the
success of the technology requires the development of protocols adapted for each variety. For this reason, the objective of this research
were: 1) to evaluate the response of three pineapple varieties (“Samba de Chanchamayo”, “Cayena Lisa” y “MD2”) to in vitro
propagation using SIT, ii) to evaluate the response of the variety MD2 to different tissue culture for in vitro propagation using SIT, and
iii) to evaluate the effect of acclimatization of plants in the field. Results show the MD2 variety has the greatest feasibility to be
propagated with SIT in bioreactors. The multiplication rate of MD2 was 18.8 and higher than Cayena Lisa (10.2), and Samba de
Chanchamayo (6.0). Additionally, no significant differences in acclimation and hardening of M2D seedlings under conditions of
Chanchamayo were found. Results show the feasibility to introduce the seedlings in the farmer fields and the viability to improve the
efficiency of micro propagation and scaling up the adoption of this new variety.

INTRODUCCION

En el &mbito mundial, la variedad de pifia mas difundida es la Cayena Lisa. Sin embargo, los avances en biotecnologia han permitido
generar la variedad MD2 conocida con los nombres “Golden”, “Hawaiian Gold”, o “Del Monte Gold Extra SweetPineapple”. Esta
variedad tiene una expansion en el mercado mundial desde mediados de los 90°s, alcanzando un valor de comercializacion superior a
los US$1,546 millones para el 2007. Las técnicas de micro propagacién son muy Utiles para la multiplicacion de nuevas variedades.
Sin embargo, las metodologias existentes como la micro propagacién convencional (Daquinta & Benegas, 1997) demandan mucho
trabajo y requieren grandes espacios en laboratorio. Consecuentemente, los costos de produccion de las plantulas son muy altos. La
necesidad de encontrar nuevas metodologias que permitan superar las limitaciones que presenta la micro propagacion convencional ha
implicado el desarrollo de métodos alternativos como el Sistema de Inmersién Temporal (SIT) en biorreactores (Escalona et al., 1999;
Escalona et al., 2003; Escalona, 2006). Este sistema incorpora las ventajas del uso del medio liquido y diferentes grados de
automatizacion al proceso de propagacion in vitro con el objetivo de reducir los costos de produccidn de plantas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La
Molina. Los meristemos se obtuvieron a partir de las yemas de la corona de la fruta de pifia madura. La corona se lavo con detergente
comercial y se enjuagaron 3 veces con agua. En la camara de flujo laminar se extrajeron las yemas de la corona en forma de triangulo.
Las yemas se colocaron en Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 2.62% durante 1 minuto. Luego se enjuagaron tres veces en agua destilada
estéril. Las yemas se sembraron sobre medio liquido con soporte de papel filtro las cuales fueron incubadas a 25°C durante 4 meses.
Posteriormente fueron transferidas a medio semisélido. Las plantulas en fase de multiplicacidn fueron sub cultivadas cuatro veces en
frascos de vidrio estériles (7 cm de alto, 6 cm de didmetro) que contenian 25 ml de medio de cultivo. Las plantulas se incubaron a 25
grados centigrados con foto periodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, y con luminosidad de 200 lux (Daquinta et al., 1997).

Las plantulas de la fase de multiplicacion fueron utilizadas para la siembra en el SIT en biorreactores. Los frascos, tapas, filtros y tubos
de silicona fueron lavados con detergente comercial, desinfectados con Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 2.62% y enjuagados con agua
estéril. Se utilizaron frascos de vidrio transparente de 4000 ml (44 cm de diametro y 26 cm de altura). Todos los materiales fue
autoclavados durante 20 minutos a 121 grados centigrados a 15 psi de presion En los ensayos 1 y 2 se utilizaron 30 explantes por
repeticion. Cada explante estaba constituido por brotes de dos a tres centimetros, y dos brotes axilares de uno a dos centimetros. Los
explantes fueron sembrados en un frasco vacio estéril, y en el otro frasco se coloco el medio de cultivo liquido. Ambos frascos fueron
sellados herméticamente con tapas y se utiliz una inmersion de cinco minutos en intervalos de tres horas (Escalona et al., 1999).

52



Ensayo 1. Se utilizaron las variedades “Samba de Chanchamayo”, “Cayena Lisa” y “MD2” para evaluar su respuesta a los SIT en
biorreactores en un medio de cultivo convencional en la propagacion in vitro. Se utilizé el medio de cultivo con sales de Murashige y
Skoog (Murashige & Skoog 1962), 2.1 mg/L Bencil-adenina, 0.3 mg/L Acido naftalenacético. El pH fue ajustado a 5.7. Para este
ensayo se utilizaron tres repeticiones para cada tratamiento. En cada repeticién se utilizaron 30 explantes.

Ensayo 2. Para evaluar la respuesta de diferentes medios de cultivo en la propagacion in vitro bajo SIT en biorreactores se utilizo la
variedad MD2. Se utilizaron cinco repeticiones para cada tratamiento. En cada repeticion se utilizé 30 explantes. El pH para todos los
tratamientos fue ajustado a 5.7. Los medios de cultivo evaluados con sustitucion de sales minerales y vitaminas para cada tratamiento.

A los sesenta dias de la siembra se cosecharon las plantulas de cada frasco del SIT para evaluar: i) altura de plantula entera (cm), ii)
nimero de hojas por plantula, y iii) nimero de plantulas totales por frasco del SIT para obtener la tasa de multiplicacién para los
ensayos 1y 2.

Ensayo 3. Se usaron tres tipos de sustrato para evaluar la respuesta de la aclimatacion de plantulas in vitro de pifia MD2 en diferentes
sustratos bajo condiciones de San Ramon. Los sustratos fueron i) turba de Peat Moss, ii) sustrato Premix #3, y iii) sustrato PeatMoss +
Perlita. La siembra se realizo en la localidad de San Ramon, Chanchamayo en bandejas plasticas de 128 alvéolos y fueron dispuestas
bajo proteccion de malla Rachell negra de 60% de cobertura. Se evalu6 la emergencia a los 14 dias después de la siembra y tamafio de
planta a los 60 dias.

Para los 3 ensayos se utilizd el disefio completamente al azar y la comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de Tukey con
un nivel de significacion de 0=0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que la variedad MD?2 tiene la mayor factibilidad de ser propagada por los SIT en biorreactores alcanzando
tasas de multiplicacion (18.8) en comparacion con la Cayena Lisa (10.2) o la Samba de Chanchamayo (6.0). Adicionalmente, la mayor
tasa de multiplicacion y tamafio de plantula en la variedad MD2 puede lograrse indistintamente con el tratamiento BO (Sales de
Murashige y Skoog, vitaminas MS, 100 mg/L myo-inositol y 30 g/L de sacarosa) o B1 (Sales de Murashige y Skoog, vitaminas MS,
100 mg/L de myo-inositol, 2.1 mg/L Bencil amino Purina, 0.3 mg/L &cido naftalenacético y 30 g/L de sacarosa). Adicionalmente,
no se encontraron diferencias significativas en la aclimatacion y endurecimiento de plantulas de MD2 bajo condiciones de
Chanchamayo entre los tratamientos, lo que muestra la facilidad de introducirlos para campo definitivo. Esta investigacion muestra la
factibilidad de mejorar la eficiencia de micro propagacion y a la aclimatacion en la variedad de pifia MD2. Esta herramienta constituye
una innovacién principalmente para el sector dedicado a la multiplicacion de plantulas, ya que su implementacion puede permitir el
escalamiento y masificacion de esta variedad. Sin embargo, el éxito en la implementacién y desarrollo de la técnica exige la
formulacién de protocolos de propagacion para cada especie y variedad que se quiera propagar y aclimatar.
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Resumen.
Con el objetivo de conocer la diversidad de la mashua, se caracterizaron un total de 253 accesiones procedentes de Cajamarca y
Cusco, usando herramientas morfoldgicas y moleculares. En la caracterizacion morfolégica se utilizaron 44 descriptores y al presente
se han identificado 219 morfotipos, de ellas 200 son de Cusco y 19 de Cajamarca. Mientras que, la caracterizacion molecular muestra
al momento 58% de polimorfismo, lo que ayudara definir mejor los morfotipos.

Progress on morphological and molecular characterization of mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén) from Cajamarca
and Cuzco Departments, Peru.

Abstract.

To document the diversity of mashua germplasm, a total of 253 accessions from Cajamarca and Cusco regions were collected and
characterized using morphological and molecular tools. For the morphological characterization, we used 44 descriptors that permitted us
to identify 219 unique morphotypes, with 200 from Cuzco and 19 from Cajamarca. The molecular characterization, at present, shows
58% polymorphism, and when combined with the morphological data, will further help define Peruvian mashua diversity.

INTRODUCCION

La mashua es un miembro de la familia de las Tropaeolacceae (Grau et al., 2003). A su vez, esta especie se divide en dos subespecies,
las cuales se diferencian por la presencia y ausencia de tubérculo. La ssp. tuberosum es la més conocida y cultivada por tubérculos
comestibles, mientras que de la ssp. silvestre solo se tiene apuntes escasos de sus caracteristicas en campo.

La mashua es el cuarto tubérculos mas importante después de la papa, oca y olluco. Esta presenta atributos positivos de interés
agrondmico como su rusticidad, tolerancia a plagas y su alta productividad con bajos niveles de insumos, ademas posee una amplia gama
de fitoquimicos que no solo protegen al mismo cultivo, sino también contra las plagas de otros cultivos (Grau et al., 2003). Sin embargo,
a pesar de sus propiedades nutricionales y medicinales, no compensa la baja demanda del mercado, baja rentabilidad, poco
disponibilidad de tierra cultivable, y la preferencia por otras especies; razén por la cual ha sufrido una reduccién en su consumo (Grau et
al., 2003; Pissard et al., 2008). La variacién genética de la mashua ha sido descrita principalmente en términos de caracteristicas
morfolégicos y agrondémicos, sin embargo en los Ultimos afios se ha determinado la variacion molecular mediante el uso de marcadores
moleculares: SRP (Ortega et al., 2007), AFLP (Alagén y Rosas, 2008) y ISSR (Pissard et al., 2008 y Malice et al., 2010). Sin embargo
se recomienda que para la conservacion de colecciones se asocie la diversidad morfoldgica y la diversidad molecular.es por ello que se
propone el uso de marcadores moleculares y morfoldgicos en el andlisis de diversidad, porque ambos nos proporcionan una informacién
complementaria, lo cual nos permitira obtener un analisis de la diversidad genética mas completo.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal: Las plantas fueron obtenidas de la coleccion 2011-2012 del Proyecto AGROECO-UNALM de las comunidades
campesinas del Cusco y de Cajamarca. La coleccion consta de 254 accesiones del Cusco y 20 accesiones de Cajamarca.
Caracterizacion de germoplasma:
Caracterizacion morfoldgica: las accesiones fueron sembradas en parcelas demostrativas en terreno de la comunidad de Huancco
Pillpinto, en la provincia de Calca, Cusco y en el caserio de Carbon Alto, provincia de San Marcos, Cajamarca. Se emplearon 44
descriptores morfoldgicos para la caracterizacion.
La caracterizacion molecular: la extraccion del ADN fue realizada mediante el método de CTAB (Doyle y Doyle, 1990), luego fue
empleado la técnica de AFLP (Polimorfismo longitudinal de fragmentos amplificados) segln el procedimiento desarrollado por Vos et
al. (1995).

Analisis estadistico

Los datos morfologicos han sido analizados usando herramientas de estadistica univariada (frecuencia y moda) y analisis multivariado
(correspondencia multiple y agrupamientos), usando los paquete NTSYS version 2.2 (Rohlf, 2001) y R version 3.1.0. Los datos
moleculares seran analizados mediante los calculos de polimorfismos, heterocigosidad, AMOVA y agrupamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfoldgica
En Cusco a nivel de follaje, se puede ver que la mayoria de las plantas son del tipo semipostrada y postrada, lo cual representa al
47.13% y 37,30%. En cuanto las caracteristicas de la flor se puede notar que el color de la corola es amarillo con naranja (69.01 y
57.02), el céliz es rojo naranja (62.81). La forma del tubérculo generalmente es cilindrica y conica alargada (35,57 y 22,92%). El color
predominante de la piel del tubérculo generalmente es amarillo oscuro (67,98%), mientras que el color secundario esta mayormente
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ausente; sin embargo el color secundario que generalmente se presenta es el purpura rojizo (21,74%) y se encuentra distribuido en los
ojos y en el apice (30,04%) en forma de jaspes, bandas y manchas (32,81%). En la figura 1 se observa algunas variantes del color de la
piel del tubérculo.

En Cajamarca se puede ver que el follaje generalmente es del tipo semipostrada y postrada, lo cual representa al 30% y 60%
respectivamente. En las caracteristicas de la flor se puede notar que el color de la corola es amarillo oscuro con naranja rojizo (72 y
94.44%), el caliz es rojo oscuro. La forma del tubérculo es generalmente conica alargada y cilindrica (35 y 30%). El color
predominante de la piel del tubérculo generalmente es amarillo oscuro (55%), mientras que el color secundario generalmente es
morado (30%) y generalmente se encuentra distribuido hacia el dpice (25%) e igualmente distribuido (45%).

ados en las accesiones de Cusco.

El analisis de correspondencia maltiple acumulo en 8 dimensiones el 66,1% de la varianza total. Las dos primeras dimensiones
brindaron un aporte de 40%. Los caracteres que tienen un mayor peso son los de caracteres de tubérculo. Segun la prueba de %2 de
distancias los 5 caracteres mas discriminantes son: el color secundario de la piel, distribucién del color secundario de la pulpa,
distribucion del color secundario de la piel, la forma de coloracion secundaria de la piel, y el nimero de estigmas. En la figura 2 se
observa el dendograma obtenido de la evaluacién morfoldgica de Cajamarca en la que se observa que de las 20 accesiones 2 de ellas
son clones, pasando a ser 19 morfotipos.
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Figura 2: Dendograma que agrupa 20 entradas de mahua de Cajamarca con los 44 caracteristicas morfoldgicas.
En la caracterizacion molecular, se ha avanzado hasta el momento con tres pares de combinaciones de iniciadores: E-AC/M-AGC
(E32 M40), E-AAC/M-AGG (E32 M41) y E-/M- (E32 M59). Las tres combinaciones generaron un total de 178 bandas amplificadas
de las cuales 105 son polimorficas, obteniéndose asi un total de 58% de polimorfismo.
En la figura 3 se observa un producto de la amplificacion obtenida con la combinacién de un par de iniciadores E 32 M 59.

Figura 2: Producto de la
amplificacion de 48 individuos de la
combinacion E32 M40.

CONCLUSION

De manera preliminar se concluye que los caracteres morfoldgicos mas importantes para la caracterizacion de la diversidad son los de
tubérculo. Mientras que de los caracteres moleculares mostrarian la amplia variabilidad genética dentro de la coleccién de mashua.
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Resumen

Las dos enfermedades mas desbastadoras que afectan al cultivo de cacao Moniliasis y Escoba de Bruja son causadas por dos hongos
(Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa) respectivamente y estan presentes en las mayoria de paises latinoamericanos que
cultivan cacao. Se ha descrito patotipos gracias a su caracterizacion morfoldgica, sin embargo a nivel microscépico no pueden ser
diferenciadas. Por lo que el presente estudio utiliz6 la técnica AFLP para determinar la variabilidad genética de 21 aislamientos deM.
roreri y 12 aislamientos de M. perniciosa que fueron aislados de seis de las principales zonas productoras de cacao reportadas por el
MINAG. Para el aislamiento de los hongos, el material vegetal fue recolectado, desinfectado y colocado en camaras himedas,
posteriormente se realizd la caracterizacion morfolégica de los hongos, para luego realizar la extraccion del ADN vy aplicar la técnica
de AFLP a cada uno de los aislados. El analisis de distancia genética fue obtenido con el programa Past version 2.17b, se utilizé el
coeficiente de similitud de Jaccard para graficar los dendogramas generados para cada especie de hongo. Para la especie. roreri se
generaron 3 grupos a 0.84 de similitud y para la especie M. perniciosa se generaron 3 grupos a 0.72 de similitud. Para hallar la
variabilidad poblacional se utilizé el programa Popgene version 1.32. Los resultados obtenidos para la especie M. roreri muestra que
este hongo presenta una moderada variabilidad medida a partir del porcentaje de loci polimérfico (41,67%) y entre las poblaciones la
zona de Tocache es la que presenta el mayor porcentaje de loci polimoérficos (26,14%). El valor del coeficiente de diferenciacion
genética (Gst) entre las poblaciones de M. roreri fue de 0.2950. Para el caso de la especie M. perniciosa esta presentd un valor de
variabilidad alta siendo su valor de porcentaje de loci polimérfico de 67,39% y la poblacién de Tocache fue la que presentd6 mayor
porcentaje de loci polimdrfico (65.94%). El coeficiente de diferenciacion genética (Gst) entre las poblaciones de M. perniciosa fue de
0.2787. Por ultimo se realizo un analisis entre la poblacion conservada y las muestras aisladas recientemente para cada especie de
hongo estudiada y los resultados muestran que existe mayor variabilidad en las poblaciones que fueron aisladas recientemente medida
a partir del porcentaje de loci polimérfico y los valores de Gst obtenidos muestran que existe mayor variabilidad dentro de cada
poblacion aislada que entre ellas.

INTRODUCCION

Los hongos Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa son los causantes de las dos enfermedades mas devastadoras del cacao
(Teobroma cacao L.) en América del Sur y el Caribe. En el Pert, durante la década de los ochenta e inicios de los noventa, la
produccion nacional de cacao se vio afectada por la influencia de diversos factores como la falta de seguridad personal en el campo por
la violencia narcoterrorista, caida internacional de los precios del cacao, auge de los precios de la coca y la creciente diseminacion de
plagas del cultivo (Moniliasis y Escoba de Brujas) (MINAG 2003). En los departamentos de San Martin y Hunuco se vio afectada su
produccidn cacaotera por Moniliasis en un 30 %; mientras que la zona del VRAE en un 60% Yy Jaen — San Ignacio en un 80%. Para el
caso de la enfermedad Escoba de bruja el porcentaje afectado fluctia entre el 15 y 30% entre las principales zonas cacaoteras segin
cifras del MINAG. Los hongos poseen mas diversidad genética que otros grupos de patdgenos microscopicos. Esta variacion puede
afectar a todos los aspectos de la biologia de estos organismos y rapidamente les permite evolucionar a nuevos tipos de patdgenos en
respuesta a los avances en la mejora de cultivos. Aunque los niveles de variabilidad de los hongos se pueden estimar usando caracteres
morfolégicos, esta fuente de informacion no ha demostrado ser fiable para la identificacion y la discriminacién de muchos hongos,
debido a la dificultad para detectar un nimero suficiente de caracteres que permitan una solucion completa, ademas, muchos de los
caracteres morfoldgicos que se utilizan para fines de identificacion pueden estar fuertemente influenciados por el medio ambiente. La
aplicacién de una serie de técnicas basadas en el ADN ha proporcionado herramientas para la discriminacion de los hongos
estrechamente relacionados en casi cualquier resolucion requerida y también para la deteccion de especies de hongos en las
sensibilidades, mucho més alla de los métodos tradicionales (Mills R., et al., 1998; Tamakatsu S., 1998). La necesidad de un analisis
genético es el desarrollo de herramientas que pueden discriminar entre entidades bioldgicas con diferentes caracteres determinados
genéticamente (Wang R. y Schmidt E., 1998). La técnica AFLP se utilizé en el presente estudio para generar marcadores moleculares
de naturaleza dominante y que representa una manera relativamente barata y eficaz para evaluar la variabilidad genética de 21
aislamientos de M. roreri y 12 aislamientos de M. perniciosa recolectados de seis zonas cacaoteras del Per(.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y caracterizacion de los hongos: El presente trabajo se llevd a cabo en los Laboratorios de Fitopatologia y
Biotecnologia del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) en la Estacién Experimental Juan Bernito localizado en el distrito de la Banda
de Shilcayo, Tarapoto, departamento de San Martin. Se recolectaron tallos y mazorcas de cacao que presentaban sintomas de las
enfermedades moniliasis y escoba de bruja de seis zonas productoras de cacao del Pert (Tocache, Mariscal Caceres, Tarapoto, Leoncio
Prado, Vrae, San Ignacio). El aislamiento se realizé utilizando protocolos de camara hiumeda estandarizados por el Laboratorio de
Fitopatologia del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT, 2012). Para la purificacion y caracterizacion de los aislados, se efectuaron
pruebas de crecimiento en distintos medios de cultivo (Medio PDA modificado, medio a base de cacao IMC — 67 y medio extracto de
levadura) y se realizé un analisis macroscopico y microscopico a los aislamientos comparandolas con las muestras conservadas en el
laboratorio de fitopatologia considerandolas como control positivo.

Extraccion y cuantificacion del DNA gendmico: La extraccion se realizé utilizando el Kit Archive Pure DNA Cell/Tissue — 4g

(5Prime) con una ligera modificacion en el paso de lisis celular. Para cuantificar y determinar la pureza del DNA se ley6 en el
espectrofotémetro (Thermo Scientiest UV Vis Genesys) a una longitud de onda de 260 y 280 nm utilizando una dilucién 1:100. La

57



calidad del DNA extraido fue evaluado en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0.02 pl ml -1) y se corrié en una camara
electroforética horizontal (Phero Sub 2632E) a 90 v. por una hora utilizando TBE 1X como tampén de corrida.

Aplicacion de la técnica de AFLP en todos los aislados: Para la digestion del DNA gendmico se us6é dos enzimas de restriccion
EcoRI y Msel. La reaccion se hizo en tubos de PCR que contenia 10 pl DNA (50 ng/ul), 1 pl EcoRI, 0.5 pl Msel, 2 ul de Buffer Fast
Digest 10X y 6.5 pl de agua molecular estéril, seguidamente se incubd (Memmert) por 2 horas a 37°C. La ligacion de adaptadores de
doble cadena se realiz6 inmediatamente afiadiendo al mismo tubo 0.4 ul T4 DNA Ligasa, 1 ul de Adaptador EcoRl, 1.25 pl Adaptador
Msel y 2.5 ul de Buffer ligasa a 16 °C por 4 horas. La preamplificacion (+1/+1) se realizé en tubos de PCR conteniendo 5 pl de
mezcla de Digestion-Ligacion 1:5, 8.5 ul de cada Preamplificador EcoRIl y Msel 10 mM, 2.5 pl de Buffer PCR 10X (Fermentas), 0.2
pl Taqg DNA polimerasa (Fermentas), 1.25 pl de DNTP mix (dATP, dCTP, dGTP and dTTP Fermentas), 0.6 pl de CIMg 50 mM y
13.4 pl de agua molecular estéril. EI termociclador (Nxy technic Amplitronyx 6 gradiente) fue ajustado al siguiente programa: 2 min a
72°C, 4 min a 94°C, 22 ciclos (30 s a 94°C, 1 min a 56°C, 1 min a 72°C), 5 min a 72°C y luego la temperatura de la muestra fue
reducida a 4°C. La amplificacion selectiva (+3/+3) se realiz6 en tubos de PCR conteniendo 2 pl del producto de la preamplificacion
1:4, 2 pl EcoRI (50ng/ ul), 0.3 pl Msel (50ng/ ul), 1.1 pl de Buffer PCR 10X (Fermentas), 0.15 pl Tag DNA polimerasa (Fermentas),
0.6 de DNTP mix (dATP, dCTP, dGTP and dTTP Fermentas), 0.6 ul de Cloruro de magnesio 50 mM, 3.25 pl de agua molecular
estéril y 5 pl de aceite natural. El termociclador fue ajustado al siguiente programa: 4 min a 94°C, 20 s a 94°C, 30 sa 65°C, 2 mina 72
°C, 10 ciclos (20 s a 94°C, 30 s a 65°C bajando un grado por ciclo, 2 min a 72°C), 20 ciclos (20 s a 94°C, 30 s a 56°C, 2 min a 72°C),
30 min a 60°C y luego la temperatura fue reducida a 4°C. Los productos de la amplificacion selectiva se mezclaron con 2 pl de tampén
de carga azul de bromofenol y se realizé una desnaturalizacion de la muestra (5 min a 95°C) para luego cargar 4 pl de muestra en el
gel de poliacrilamida 10%.

Analisis de datos: Se cred una matriz binaria en una hoja de Excel directamente a partir de los geles fotografiados con una cdmara
digital (Lumix Panasonic) y se realiz6 el trabajo de escoreo asignando los valores de presencia (1) y ausencia (0) a cada banda de
ADN. A los fragmentos con tenue amplificacion, se les asigno el simbolo de “?” consignandolos como datos perdidos. Se determin6 el
Indice de contenido polimérfico (PIC) y se realiz6 el anélisis de distancia genética con la ayuda del programa Past 2.17b. Se obtuvo la
matriz de similitud utilizando los coeficientes de Jaccard y Dice; luego se llevé a cabo un agrupamiento UPGMA que se grafic en un
dendograma. Finalmente, se comprobd la independencia de ambas matrices y el nivel de confianza, realizando una validacidn interna
(De Vicente C., et al., 2004), determinando el coeficiente de correlacion cofenética (r). También se realiz6 el analisis de la variabilidad
poblacional utilizando el software Popgene version 1.32, y por el cual se estimaron los siguientes parametros: Porcentaje de Loci
polimérficos dentro y entre las poblaciones (%PPL), Diversidad Genética de Nei (h), Coeficiente de diferenciacion genética (Gst).

RESULTADOS Y DISCUSION

El material vegetal infectado y sembrado en camaras himedas permitieron el desarrollo de micelios casi puros, que posteriormente fue
llevado a placas con medio PDA modificado (PSA) para obtener cepas puras y poderlas caracterizar. Segln las comparaciones hechas
de nuestras muestras con las muestras conservadas, teniendo en cuenta el crecimiento y la morfologia de los micelios se puede concluir
que los aislados provenientes de las mazorcas con sintomas de moniliasis pertenecen al hongo M. roreri por ser de micelio afelpado y
color crema a café claro/oscuro (Castafio J., 1952; Cubillos G., 1981; Suérez C., 2004; Phillips W., 2006) en cambio para la mazorca y
tallos que presentaban sintomas de escoba de bruja, pertenecen al hongo M. perniciosa con micelio blanco algodonoso que al paso del
tiempo llega a tener un color amarillento. Una vez caracterizado por su morfologia para verificar esta clasificacion se pas6 a sembrar
en medios especificos que hacen una mejor diferenciacion de los aislados. Los medios de cultivo PSA, medio extracto de levadura y
medio a base de cacao IMC — 67 presentaron buenos resultados para el crecimiento de los patogenos, sin embargo los medios extracto
de levadura y medio a base de cacao IMC — 67 llamados medios especificos para cada especie de hongo, permitieron obtener un
micelio mas denso y robusto, ademas la de acelerar el crecimiento del micelio. Villavicencio M., (2010) report6 el uso del medio PDA
para aislar y purificar muestras de M. roreri, sin embargo utiliza el medio VBMAA (Jugo V8-Maltosa-Asparagina-Agar) para la
caracterizacion de las mismas. Arbelaez L., (2010) concluye que el medio mas indicado para la caracterizacion morfolégica, y que le
permitié el crecimiento y esporulacién de aislamientos de M. roreri de Antioquia fue agar extracto de malta mas V8, también indican
que el medio menos favorable para el desarrollo del hongo M. roreri fue el medio V8 sin ningun aditivo estos resultados difieren a los
obtenidos por Phillips W., (2003) quien reporté al agar V8 como el medio mas adecuado para el crecimiento y esporulacion de
aislamientos de M. roreri procedentes de diferentes zonas cacaoteras de Sur y Centro América. Meinhardt W., (2006) habiendo
realizado estudios de produccién de micelio de M. perniciosa para mantener la fase biotréfica, menciona la utilizacion del medio
LMCpL compuesto por extracto de levadura, glicerol, K2HPO4 y oligoelementos que le permitié el desarrollo de micelio mas
vigoroso, también probd otras fuentes de carbono como etanol, fructuosa, glucosa, glicerol, sorbitol y sucrosa, el cual permitieron que
el micelio se convierta rapidamente en su fase saprofita excepto con glicerol como fuente de carbono. Resultados que difieren con los
obtenidos en este estudio ya que el medio extracto de levadura que contiene glicerol permitid el desarrollo del micelio saprofitico del
hongo M. perniciosa.

La evaluacion macroscopica de M. roreri se realizo al sexto dia después de ser sembrado, observando en todos los aislamientos micelio
que crecia formando una capa delgada tipo afelpada sobre la superficie del medio de cultivo caracteristica reportada por Arbelaez L.,
(2010); las tonalidades observadas en la coloracion del micelio variaron segun los dias de crecimiento siendo manifestado por algunos
autores (Castafio J., 1952; Cubillos G., 1981; Suérez C., 2004; Phillips W., 2006). Todos los aislamientos presentaron borde plumoso y
aspecto pulverulento a causa de la produccion de esporas, caracteristicas descritas por Phillips W., (2003). El examen al microscopio
también se evalud en el sexto dia de crecimiento, el cual mostré esporas en su mayoria con forma globosas y pocas subglobosas y/o
elipticas. Estas formas coinciden con las reportadas por Evans C., et al., (1978) y Suérez L., (2004). La evaluacién macroscépica de M.
perniciosa se realiz6 al noveno dia después de ser sembrado; el micelio de todos los aislados crecian formando una capa algodonosa, la
colonia de este hongo es de color blanco y conforme se va envejeciendo estas presentaban algunas tonalidades amarillas, caracteristica
también reportada por Pires A., et al., (2009). Con respecto al borde de la colonia esta no era bien definido, 8 aislamientos crecieron de
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forma radial y 4 presentaban borde irregular. Meinhardt W., et al., (2006) reportaron que los bordes de la colonia representaban la fase
saprofita del hongo. El examen microscépico se evalué también en el noveno dia de crecimiento, en este analisis se observo la fase
sapréfita pudiendo distinguir micelio binucleado con conexiones o “clampas”, esta caracteristica también fue reportada por Kilaru A. y
Hasenstein K., (2005); Meinhardt W., et al., (2008); Pires A., et al., (2009); Orozco A., et al., (2010) y Ferreira L., et al., (2012); en
dicha fase. El numero total de muestras utilizadas para el andlisis de variabilidad genética fue 21 aislamientos de M. roreri y 12
aislamientos de M. perniciosa contando con las cepas que se mantenian conservadas y previamente caracterizadas.

Para aplicar la técnica de AFLP se realiz6 una pre seleccion de los cebadores con cuatro aislados de cada especie, para esta eleccion se
trabajé con una total de 24 combinaciones realizadas al azar; Para la amplificacion de DNA de todos los aislados se eligieron los que
dieron mejor respuesta en el proceso de pre seleccion tomando como criterio el nimero de bandas marcadoras, siendo asi para los
aislamientos de M. roreri se utilizaron 16 combinaciones de cebadores (EcoRI-ACC Msel-CAA; EcoRI-AAC Msel-CAA; EcoRI-
AAC Msel-CTT; EcoRI-AGC Msel-CAA; EcoRI-AAC Msel-CTG; EcoRI-ACC Msel-CAG; EcoRI-ACC Msel-CTT; EcoRI-AAC
Msel-CTC; EcoRI-AAC Msel-CAG; EcoRI-ACT Msel-CAA; EcoRI-ACA Msel-CAA; EcoRI-AAC Msel-CAC; EcoRI-AAG Msel-
CTC; EcoRI-AAG Msel-CAC; EcoRI-AGG Msel-CAA; EcoRI-ACG Msel-CAA) y para los aislamientos de M. perniciosa se utilizé 7
combinaciones de cebadores (ECORI-ACC Msel-CAA; EcoRI-AAC Msel-CAA; EcoRI-AAC Msel-CTC; EcoRI-AAC Msel-CAG;
EcoRI-ACT Msel-CAA; EcoRI-ACA Msel-CAA; EcoRI-AGG Msel-CAA). Para M. roreri se generaron 264 fragmentos de DNA
amplificados, de las cuales solo 110 fueron polimoérficas. Para M. perniciosa se recopil6 un total de 138 fragmentos de DNA
amplificados, de las cuales 92 fueron polimérficos. Para este estudio las bandas utilizadas para el escoreo fueron las bandas de peso
molecular entre 80 y 500 pb sugerido por Blas, 2010; debido a que las bandas amplificadas menores a 500 pb presentaban fragmentos
polimérficos entre las diferentes especies las cuales son Utiles para estudios de variabilidad. En nuestro estudio las bandas entre 500 y
1000 pb presentaron bandas monomérficas, la cual no aportaban informacidn para los estudios de variabilidad.

Los marcadores con promedio de PIC més altos hallados en los aislamientos de M. roreri los tienen las combinaciones nimeros 1,
8,10, 14 y 16; y para los aislamientos de M. perniciosa los tienen las combinaciones nimero 1, 2, y 3 por lo tanto se pueden constituir
como bandas marcadoras que permiten la determinacion de la variabilidad de cada grupo de aislados en estudio. Este parametro
también fue utilizado en otros estudios como Silva M., (2011) en aislados de M. roreri. Reategui F., (2007) y Chia J., (2009) quienes
utilizaron muestras de cacao e indicaron la efectividad y discriminacion de sus marcadores para estudios de variabilidad. Para la
construccion de la matriz de similitud se tomé en cuenta el criterio de Ghislain M., et al., (1999); quien indica que para los marcadores
cuyos valores de PIC se encuentra dentro de este rango, 0,1< PIC <0,5 se consideran como los que proporcionan niveles informativos.

Para determinar cuan relacionados estan los aislados de cada especie se determing la variabilidad de las longitudes de los fragmentos
amplificados utilizando un andlisis de distancia genética, para los 21 aislamientos de M. roreri se trabajé con 264 loci y para los 12
aislamientos de M. perniciosa con 138 loci ordenados en una “matriz binaria”. Se trabajo con el software Past version 2.17b, se
introdujo la matriz de datos binarios construida a partir de los datos de AFLP y se obtuvo dos matrices de similitud usando los
coeficientes de similitud de Jaccard y Dice, a su vez estas matrices se utilizaron para agrupar a los aislamientos de cada tipo de hongo
en un andlisis basado en el procedimiento UPGMA, el resultado de este procedimiento se graficé en un dendograma o arbol fenético.
También se realizd una validacion interna utilizando el coeficiente de correlacidn cofenética (r), para las dos especies estos valores
fueron altos cayendo dentro del rango de buena correspondecia, pero sin embargo se utilizé el coeficiente de similitud de Jaccard ya
que reflejaba un mejor ajuste del analisis de agrupamiento por los dendogramas obtenidos. El dendograma obtenido para el hongo M.
roreri (Figura N°1) proporciond una buena representacion de la clasificacion del material en estudio; en este dendograma podemos
visualizar a 0.84 de similitud 3 grupos (I, 11 y IlI). En general el dendograma indica que las muestras de Moniliophthora roreri no
muestran un patrén sélido de agrupacion con respecto al origen geogréafico de las muestras, lo que podria estar indicando que existe

intercambio genético entre las poblaciones ya que el movimiento de genes facilita la similitud entre las
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Figura N°1. Dendograma generado para 21 aislamientos de Moniliophthora roreri usando la técnica AFLP.

poblaciones, de todos modos no se puede afirmar del todo ya que se tendria que trabajar con una mayor cantidad de aislamientos
sobretodo de las zonas productoras de San Ignacio y VRAE ya que precisamente de estos lugares solo se trabajo con un aislamiento de
cada zona. Para el caso de M. perniciosa en el dendograma generado podemos visualizar a 0.72 de similitud 3 grupos (I, Il y I11)
(Figura N°2). El dendograma obtenido para esta especie muestra un alto nivel de diferenciacion dentro del grupo total en estudio;
sobre todo el aislamiento que se separé formando el Grupo Il (MP10) que fue obtenido a partir de fruto y posiblemente esté
generando una variabilidad genética importante comparado con los aislamientos provenientes de tallos y basidiocarpos (MP7 y MP12).
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Para el andlisis de variabilidad poblacional los aislamientos de M. roreri se dividieron en tres poblaciones Tocache, Mariscal Caceres y
Leoncio Prado. Los resultados arrojaron que el porcentaje de loci polimérfico total (%PPL) fue de 41.67%, mientras que la poblacion
donde se encontré mayor polimorfismo fue Tocache con 26.14%, seguida por la poblacién de Leoncio prado con 23.48% y por ultimo
Mariscal Céceres con 8.71%; los resultados obtenidos en este estudio fluctian con los reportados por Cunha R., (2006). Una mejor y
generalizada medida de la variacion es la heterocigosidad o coeficiente de Diversidad genética de Nei (h), el resultado entre las tres

poblaciones fue de 0.0896 y dentro de cada poblacién la de Tocache fue la que
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Figura N°2. Dendograma generado para 12 aislamientos de Moniliophthora perniciosa usando la técnica AFLP.

con 26.14%, seguida por la poblacién de Leoncio prado con 23.48% y por ultimo Mariscal Caceres con 8.71%; los resultados
obtenidos en este estudio fluctlan con los reportados por Cunha R., (2006). Una mejor y generalizada medida de la variacion es la
heterocigosidad o coeficiente de Diversidad genética de Nei (h), el resultado entre las tres poblaciones fue de 0.0896 y dentro de cada
poblacion la de Tocache fue la que obtuvo el valor més alto de diversidad genética; el valor de diversidad genética de Nei obtenido por
Silva M., (2011) fue més alto que el obtenido en este estudio, pero igual mantiene la frecuencia de alelos diferentes entre las
poblaciones. El coeficiente de diferenciacién genética (Gst) obtenido fue relativamente bajo (0.2950; 29.5%) el cual indica que los
aislamientos de M. roreri son mas diversos dentro de una misma poblacidn que entre poblaciones y que aproximadamente el 29% de la
variacion detectada se debe a la diferenciacion entre los individuos de una misma poblacién. Para el analisis de variabilidad
poblacional de M. perniciosa se trabajo con dos poblaciones, Tocache y Tarapoto. El porcentaje de loci polimoérfico (%PPL) obtenido
entre las poblaciones de M. perniciosa estudiadas fue de 67.39% y la poblacién de Tocache con un porcentaje de 65.94% y Tarapoto
con 8.7%. Este valor de %PPL en Tarapoto podria deberse a que solo se hizo el analisis con dos aislados. El coeficiente de Diversidad
genética de Nei (h) entre las dos poblaciones fue de 0.1866, este valor indica que en las dos poblaciones existen poca cantidad de
alelos que poseen frecuencias iguales. El coeficiente de diferenciacion genética (Gst) fue de 0.2787 (27.87%) este valor nos indica que
los aislamientos de M. perniciosa son mas diversos dentro de un mismo grupo que entre grupos y que aproximadamente el 27% de la
variacion detectada se debe a la diferenciacion entre los individuos de una misma poblacion.

También se determiné para cada especie, la variabilidad poblacional entre las muestras que se encontraban conservadas y las muestras
que recién fueron aisladas y los resultados indican que la mayor variabilidad la posee la poblacion que fue aislada recientemente; estos
resultados nos podrian indicar que el genoma de esta especie a través del tiempo va desarrollando mayor variabilidad lo que sugiere
mayor agresividad para atacar a su huésped, un dato bastante alarmante tratdndose de dos hongos que desde su aparicion viene
ocasionando pérdidas alarmantes en el cultivo del cacao.
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RESUMEN
Myrocarpus frondosus Allemao (Incienso) es una especie lefiosa con aptitudes maderables, la tala selectiva y la perdida de

superficie boscosa a llevado a su disminucién y consecuente pérdida de variabilidad genética. La propagacion in vitro es una
herramienta para la conservacion de germoplasma y la propagacion de arboles selectos. El presente trabajo tuvo como objetivo
desarrollar la fase de establecimiento y multiplicacion in vitro de Myrocarpus frondosus. Se ensayaron tratamientos de
desinfeccion en semillas para su establecimiento utilizando, hipoclorito de sodio en distintas concentraciones y tiempo de
exposicion. En la multiplicacion de apices y segmentos nodales de plantulas in vitro se estudiaron diferentes concentraciones
de 6-Bencilaminopurina (0,1; 0,25; 0,5 y 1 mg/L) y &cido naftalenacético (0,1 mg/L). Se obtuvo en el establecimiento de
semillas un 6,5 % de germinacion con 3 % de hipoclorito de sodio. La mejor respuesta en la multiplicacion se logré con 1
mg/L de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA.

Palabras Claves: Micropropagacion, Fabaceae.

SUMMARY
Myrocarpus frondosus Allemdo (Incienso) is a species with excellent qualities for timber. Its selective felling combined with

the loss of woodland as a result of advancing agriculture areas has reduced its presence and as a consequence the loss of
genetic variability. The micropropagation of vegetal species offers an important tool for conserving germoplasm and for
propagating selected trees. The objective of the present research work consisted in developing a protocol for establishment and
multiplication of M. frondosus. Different disinfection treatments for seeds were tested with sodium hypochlorite solution at
different concentrations and exposition times. In the multiplication phase, different treatments were tested with 6-
Bencilaminopurina (0,1; 0,25; 0,5 y 1 mg/L) y Naftalenacetic acid (0,1 mg/L). Was obtained for establishment an 6,5 % of
germination with a sodium hypochlorite solution at 3%. The best answer in the multiplication was obtained with 1 mg/L de 6-
BAP y 0,1 mg/L ANA.

Key words: micropropagation, Fabaceae.

INTRODUCCION
Myrocarpus frondosus Allemdo (FABACEAE) conocida como Incienso, especie lefiosa de gran porte. Habita bosques semihimedos y

las franjas de transicion entre los bosques altos y los bosques bajos. Su fruto es una samara, con presencia de balsamo y una a dos
semillas. Posee una madera de alto valor econémico tanto en el mercado nacional como internacional. Ademas es una especie melifera
y de su corteza se extraen alcaloides, para la industria de la perfumeria y tinturas.

El principal problema que presenta M. frondosus, es la poca disponibilidad de semillas aptas para la siembra, la cantidad de arboles
por hectarea es muy baja y limita la disponibilidad de semillas. Por otro lado las mismas son fragiles, y preferentemente hay que
cosecharlas del arbol, ya que cuando caen los frutos se pudren rapidamente, debido a la humedad del bosque y a la cobertura tan
delicada que posee la semilla, asi mismo, las semillas de Incienso son recalcitrantes y de baja viabilidad (Corvalho, 1994, y Eibl, 2002)
por lo tanto la conservacion de los frutos, no debe exceder los tres meses para garantizar una cierta viabilidad (Lorenzi, 1999). Es
también frecuente la presencia de contaminante enddgenos, en el interior de los tejidos (Teixeira, 1993). Desde esta problemética, se
plantea que las técnicas biotecnoldgicas son una de las herramientas para la conservacion y multiplicacion de esta especie. El cultivo in
vitro de tejidos vegetales tiene una aplicacion practica en la clonacién, conservacion, y manipulacion del material vegetal. Segin
investigaciones en especies lefiosas un adecuado balance de auxinas y citoquininas es indispensable para el éxito del cultivo in vitro y
la formacion de plantas a partir de los diferentes tipos de explante, el cual esta determinado por las concentraciones enddgenas de estos
reguladores de crecimiento presentes en el explante (Jiménez, 1998). Ante la necesidad de rescatar especies forestales nativas de la
selva misionera, que pueden estar bajo amenaza de extincién y que presentan dificultades para propagarse y que poseen valor
econdmico, utilizando técnicas de la biotecnologia es posible la micropropagacion in vitro de M. frondosus.

El objetivo del presente trabajo fue; el desarrollo de una metodologia para la germinacién de semillas in vitro de M. frondosus, y
evaluar medios de cultivos para su multiplicacion in vitro que permitan generar una técnica para mejorar su produccion, rescate y
conservacion.
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MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Propagacion Vegetativa de la Facultad de Ciencias Forestales de la
Universidad Nacional de Misiones (UNaM), Eldorado, Misiones, Argentina.
El material vegetal utilizado fue, semillas provenientes de arboles semilleros de Incienso, que fueron tratadas de la siguiente manera:

se realiza el corte de las alas del fruto, luego se efectlia un enjuague en hipoclorito de sodio al 0,5 % (en condiciones de laboratorio), y
en cabina de flujo laminar se realiza escarificacién y desinfeccién de las mismas, con alcohol al 70 % durante 60 seg., seguido de una
solucién de hipoclorito de sodio al 1% y 3 % durante 15 min en agitacién, realizando un triple enjuague con agua destilada estéril.
Posteriormente se extrae la cubierta seminal y se procede a una segunda desinfeccion con alcohol al 70 % por 30 seg, seguido de una
solucién al 1 % de hipoclorito de sodio durante 10 min., con triple enjuague en agua destilada estéril. Para cada tratamiento el nimero
de repeticiones fue de 60 semillas, siendo la semilla la unidad experimental. En la fase de multiplicacion se utilizaron apices caulinares
y segmento uninodales de 1 cm. conteniendo al menos una yema, provenientes de plantulas germinados in vitro. EI medio de cultivo
basal empleado fue Murashige y Skoog (MS) 1962, suplementado con 2 % de sacarosa, en estado semisélido gelificado con 0,8 % de
agar. El pH del medio de cultivo fue de 5,8 y se esterilizo en autoclave a 121°C de temperatura y 1,2 kg/cm? de presion durante 20
minutos. Las condiciones de cultivo son 27 °C +/- 2 °C, fotoperiodo de 16 horas luz fria. Durante la multiplicacién se evaluaron los
siguientes reguladores de crecimiento: Acido naftalenacético (ANA), 6-bencilaminopurina (6-BAP) y se realizaron subcultivos cada
45 dias para determinar el coeficiente de multiplicacion. En los subcultivos 1, 2 y 3 los explantes se multiplicaron en medio MS
completo y suplementado con 1 mg/L de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA, 2 % sacarosa y 0,8 % agar. A partir del cuarto subcultivo se
evaluaron los siguientes tratamientos: 1: 0,1 mg/L de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA; 2: 0,25 mg/L de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA,; 3: 0,5 mg/L
de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA,; y 4: 1 mg/L de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA.

El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorizado, con una distribucidn factorial de los tratamientos. La unidad
experimental estuvo constituida por cada uno de los explantes evaluados. La variacion entre los tratamientos fue analizada aplicando
analisis de varianza (ANOVA). Cuando el ANOVA indico diferencias entre las medias de los tratamientos, se aplic6 el Test Duncan
para determinar si los tratamientos presentaron diferencias significativas, con o = 0.05, para las variables evaluadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento a partir de semillas de M. frondosus

En el tratamiento de desinfeccién de semillas con 1 % de hipoclorito de sodio, el porcentaje de desinfeccion fue de: 36 % de las
semillas tratadas, las cuales no germinaron, y el 64 % restante se contamind con hongos. En las semillas tratadas con 3 % de
hipoclorito de sodio, se logré un 6,5 % de semillas germinadas in vitro; si bien un 12,4 % de las mismas presentaron contaminacion
con hongos, porcentaje menor al tratamiento 1, el 80,4 % de semillas de este tratamiento mostraron contaminacion con bacterias
endogenas. Las bacterias enddgenas no se observaron en el tratamiento 1 debido a la alta tasa de contaminacion fingica que se
presento.

Se observo que con 3 % de hipoclorito de sodio se logré una mejor limpieza de las semillas, la extraccion de la cubierta seminal, restos
de fruto y aceites presentes, con lo cual facilitéd la germinacion de las mismas, no siendo asi en el tratamiento al 1%, en el cuan las
semillas quedaron con una cubierta seminal adherida que impidio la germinacion.

Multiplicacion a partir de plantulas in vitro de M. frondosus

Tras efectuar el analisis de varianza (ANOVA) para la variable coeficiente de multiplicacidn, no se observan diferencias significativas
entre los tratamientos evaluados en el subcultivo 4. En cambio, en el subcultivo 5 se observan diferencias significativas entre los
tratamientos; los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento 4 (1 mg/L 6-BAP y 0,1 mg/L ANA) con un coeficiente de
multiplicacion de 2,66, seguido del tratamiento 3 (0,5 mg/L 6-BAP y 0,1 mg/L ANA) con un coeficientes de 2,29 (figura 1).

Figura 1. Coeficiente de multiplicacion de brotes de M. frondosus.
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Como se ha descripto en la bibliografia para muchas especies lefiosas, y como refiere Mroginski et al. (2004) se observo que el
regulador de crecimiento 6-BAP promueve significativamente la proliferacion y diferenciacion de brotes. Ademas, se observo que los
brotes obtenidos en los medios suplementados con las mayores dosis de 6-BAP (tratamiento 3 y 4) presentaban mejores condiciones en
cuanto a color de hojas y desarrollo de los entrenudos.

CONCLUSION
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se arribaron a las siguientes conclusiones: el mayor porcentaje de explantes de Incienso se
logra a partir de la germinacion de semillas desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 3 % durante 15 minutos. El
mayor nimero de brotes en la fase de multiplicacidn in vitro se obtuvo con medio de cultivo MS completo suplementado con 1 mg/L
de 6-BAP y 0,1 mg/L ANA.
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RESUMEN
En la presente investigacion se estudio la viabilidad del grano de polen de arveja en cinco variedades (Quantum, Usui, Utrillo,
Remate y Churcampa) en condiciones de La Molina. Se considerd cinco estadios del botén floral T1 Boton muy pequefio, T2 Boton
con pétalo poco visible, T3 Boton floral con pétalos tamafio medio, T4 Botdn con pétalos por abrirse y T5 Flor recién abierta. En todas
las variedades de arveja se observo un menor porcentaje de la viabilidad del grano de polen cuando el boton es muy pequefio (t1) de
1,2 cm de longitud y 0,4 cm de ancho y cuando la flor es recién abierta. En las variedades Quantum y Utrillo se puede obtener granos
de polen viables en cualquiera de las tres fases de desarrollo floral T1, T2 y T3. En las variedades Usui, Remate y Churcampa solo en
la fase 3 (T3) se encontré granos de polen viables. La fase de desarrollo floral 3 es la fase en la que las cinco variedades de arvejas
mostraron granos de polen viables superiores al 69%. Este resultado permitio realizar las cruzas entre las variedades de arveja en el
programa de mejoramiento que conduce el Programa de Investigacion y Proyeccion Social de Leguminosas de Grano y Oleaginosas
de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

ABSTRACT

In this research the viability of the pollen grain pea was studied in five varieties of pea ( Quantum , Usui, Utrillo, Remate and
Churcampa) under or in La Molina. Five stages of flower bud were the treatments: T1 Flower bud very small, T2 Flower bud with
inconspicuous petal floral, T3 Flower bud with medium sized petals, T4 Flower bud with petals openning slightly and T5 Newly
opened flower . In all varieties of peas a smaller percentage of pollen grain viability was observed when flower bud is

very small (T1) of 1.2 cm long and 0.4 cm wide and when it is freshly opened flower(T5). In the Quantum and Utrillo varieties can
obtain viable pollen grains in each of the three stages of floral development T1, T2 and T3. In Usui, Remate and Churcampa varieties
only in phase 3 (T3) of viable pollen grains was found. The floral development phase 3 is the phase in which the five varieties of peas
showed viable pollen grains greater than 69%. This result allowed for the crosses between varieties of pea in the breeding programm of
the Legume Program at the Agrarian National University La Molina.

INTRODUCCION

En el Peru la arveja se siembra mayoritariamente para grano seco en la zona altoandina y la superficie cosechada para el
2011 fue 48 947 has. mientras que para arveja grano verde se registrd 27 285 has., con un rendimiento promedio de 3 656
kg/ha. (FAO, 2012). Los productores de la zona andina siembran variedades criollas y algunas variedades mejoradas
(Agronegocios génesis), cuyo precio es muy elevado. La formacion de nuevas variedades de arveja tipo americana puede
realizarse mediante la hibridacion y tener una alta eficiencia en la hibridaciéon es muy importante y depende de elegir el
momento éptimo del botdn floral en el progenitor masculino y contar con granos de polen viables en un alto porcentaje
para tener éxito en la polinizacién y fecundacion y obtencion de la semilla F1 y a través del manejo de las poblaciones
segregantes, identificar las recombinaciones de los caracteres buscados en las progenies.(Huaringa, 2011). La calidad de los
granos de polen determinan la calidad de las semillas, por ellos un estudio de viabilidad de polen conllevan cada vez al
éxito en la hibridacion entre las variedades de arveja, es decir, la eleccién del momento 6ptimo de los progenitores
masculino y femenino.

Objetivo: Determinard la cantidad de granos de polen viables por cada estadio del boton floral en cinco variedades de
arveja.

MATERIALES Y METODOS

La colecta de los botones florales y flores de las variedades de arveja Usui, Remate,Churcampa, Rondo y Utrillo se hizo en
horas de la mafiana en el campo experimental Libres I de la Universidad Nacional Agraria La Molina bajo condiciones
ambientales éptimas, Gonzales et al (2002) y Gritton (1980) y el estudio de viabilidad del grano de polen se realizé en el
Laboratorio del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNALM. EI método que se utiliz6 para estimar la viabilidad del
polen fue la tincidn, utilizando como colorante la orceina (Guerrero, 2005).

Las muestras de los botones florales en los cinco estadios o fases se colectaron a las 8:00 am en placas petri y se trasladaron
al laboratorio. Se identificaron el porta objeto con el tratamiento evaluado y la repeticién indicada. La lectura en la muestra
se hizo en el microscopio Karl Zeiss a 200x utilizando cinco campos 6pticos por muestra. El procedimiento se repitio tres
veces para cada estadio dela flor en cada variedad de arveja. Se evaluaron los granos de polen totales y granos de polen de
polen en solo tres estadios o fases del boton floral en cada una de las variedades de arveja. Los datos de viabilidad de
granos de polen fueron sometidos al analisis de la varianza de un disefio completamente aleatorizado, previa comprobacion
de los supuestos del analisis. Al detectarse diferencias significativas entre los tratamientos se realizaron pruebas de
comparaciones multiples de medias de acuerdo a Duncan a un nivel de significacion del 5%, se utilizo el Statistic Analysis
System 6.12 , como programa estadistico.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Las variedades de arveja precoces iniciaron la floracion a los 45 dias (Remate y Quantum ), a los 55 dias para la variedad

Rondo y 65 dias para la variedad Utrillo mientras que las variedades Usui y Churcampa iniciaron la floracion a los 70 dias.
El analisis de variancia de tres fases del boton floral en cinco variedades de arveja, que se presenta en la Tabla 1, se observd
que existen diferencias estadisticas altamente significativas en el porcentaje de granos de polen viables en promedio de tres
fases de desarrollo floral para los genotipos de arvejas Usui, Remate y Churcampa, sin embargo, no se detectaron diferencias
en las variedades de arveja Quantum y Utrillo.

Tabla 1. Cuadrados medios del analisis de variancia para granos de polen viables (%) evaluados en tres fases de desarrollo

floral y en cinco genotipos de arvejas.

CUADRADOS MEDIOS

Fuentes de Variacion G.L.
QUANTUM USuI UTRILLO REMATE CHURCAMPA
Fase de desarrollo floral 2 11.04 4777.1%* 3818.84 6655.32** 8100**
Error experimental 6 15.67 119.1 1258.34 437.22 0
CV. (%) 4.55 47.36 105.29 56.55
Promedio (%) 86.97 23.03 33.69 36.97 30

*Significacion al 5 % de probabilidad
**Significacion al 1 % de probabilidad

La fase de desarrollo floral 3 es la fase en la cual las cinco variedades de arvejas mostraron granos de polen viables superiores al 69%.
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RESUMEN
En Per el olluco es importante para la alimentacion debido a su alto calidad nutricional para la poblacion local. Se determind la diversidad genética
de las 43 entradas de olluco coleccionadas en la regién de Cajamarca mediante descriptores morfol6gicos y moleculares (AFLP). En la caracterizacion
morfoldgica se identificaron 25 morfotipos, lo que indica un 40% de duplicados. En el analisis molecular el porcentaje de polimorfismo es de 40% vy el
andlisis de agrupamiento no muestra ninguna duplicacion. Estos resultados indican, una variabilidad baja tanto molecular como morfolégica en los
ollucos cultivados en la regién Cajamarca.

Genetic variability analysis of olluco (Ullucus tuberosus) from Cajamarca region, Peru.

ABSTRACT
In Peru, olluco is an important highly nutritious food for local farmers. Genetic diversity of collected accessions from the Cajamarca region was
determined by morphological and molecular (AFLP) descriptors. In the morphological characterization, 25 morphotypes were identified, indicating
40% duplication in the collection. Molecular analyses show 40% polymorphism with the cluster analysis showing no duplication. These results indicate
a low level of variability is present in ollucos grown in the Cajamarca region.

INTRODUCCION

El olluco, después de la papa es el tubérculo més apreciado por los consumidores de las grandes ciudades de la costa. La formacion de
frutos y la produccién de semillas son muy raras y escazas (Sperling, 1988). El cultivo de olluco presenta problemas tales como
susceptibilidad a virus, largo tiempo de maduracién bajo rendimiento comparado con otras tuberosas andinas como la mashua y la oca.
El lugar de origen del olluco, ain no esta definido, pues se han observado plantas consideradas como silvestres en lo largo de los
andes, que son tubérculos amargos no comestibles. El olluco por ser un cultivo rdstico se ha adaptado a condiciones de frio extremo y
es tolerante a la sequia (Pietila, 1991) pero no a los periodos con excesiva lluvia, probablemente porque éstas estan acompafiadas por
una marcada reduccion en la luminosidad que afecta a la fotosintesis (Castillo y Tapia 1990). Debido a que este cultivo estaria
sufriendo un serio problema de erosion genética es necesario desarrollar estrategias eficientes para conocer la diversidad genética, la
conservacion y su utilizacion adecuada. De aqui radica la importancia de la caracterizacion morfoldgica en las comunidades
campesinas de la region Cajamarca y su caracterizacion molecular, que serviran para determinar la variabilidad genética de esta
especie que ayuden a generar estrategias de su conservacion y utilizacion en la region.

METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM). El material vegetal utilizado proviene de los agricultores de Cajamarca, se analizd un total de 43
accesiones. La caracterizacion morfoldgica fue mediante la utilizacion de descriptores morfologicos estandar (IPGRI / CIP 2003). Por
otro lado, la caracterizacion molecular fue utilizando la técnica Amplified Fragment Length Pholymorphism (AFLP). La extraccion de
ADN se realizé a partir de los foliolos tiernos y frescos, segin el método CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio) a pequefia
escala, segun el protocolo de Doyle y Doyle (1990). Los marcadores AFLP son generados siguiendo el procedimiento descrito en el
Manual AFLP® Analysis System | version B, con algunas modificaciones, para optimizar la cantidad de reactivos (Vos et al., 1995).

Analisis estadistico

Los datos de caracterizacion morfologica fueron analizadas usando la técnica de agrupamiento. Por otro lado, la evaluacion de las
bandas polimorficos se registré como la presencia o ausencia de las bandas en toda la poblacion. Se cre6 un registro de datos binarios
en hojas de célculo Microsoft Excel versioén 7, conteniendo los registros, donde cada banda de ADN se consideré como un locus
individual, con dos posibles alelos: presencia de la banda (1) y a la ausencia (0), para cada fragmento de interés generado por cada
primer usado. Mientras que para las bandas dudosas se les asigné un valor de (9). Estos datos fueron utilizados para el analisis de
agrupamientos, segun los coeficientes de similitud (simple matching) usando el programa NTSYS-pc version 2.2 (Rolhf, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION
La caracterizacion morfologica permitié identificar 25 morfotipos, lo que significa un 40.5% de duplicados. El color predominante de
la superficie del tubérculo varia desde verde amarillento a rosado claro predominando el color amarillo oscuro (26.2%), el 64.3% no
presenta un color secundario en el tubérculo. Se present6 un elevado porcentaje de quimeras (71.4%), la forma general del tubérculo es
redonda (80.95%). En el agrupamiento de 42 accesiones de olluco podemos observar a un coeficiente de similitud de
aproximadamente 0.5 la formacion de 18 grupos relacionados por el color del tubérculo (Figura 1).

Figura 1. Dendograma segun la caracterizacion
morfoldgica de 42 accesiones de olluco.
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En la caracterizacion molecular se determind el nimero de bandas polimoérficas por primer, obteniéndose un maximo de 25 y un
minimo 11 marcadores polimoérficos. Los iniciadores elegidos amplificaron un total de 470 bandas, de las cuales 188 fueron
polimorficas Esto representa un 40 % de polimorfismo. Los pares de combinacion de iniciadores (E12-M32, E13-M32, E13-M35,
E45-M41, E37-M40, E32-M32, E45-M35, E12-M41, E12-M35, E13-M41), mostraron la mejor definicion y reproductibilidad de las
bandas del total que fueron leidas como presencia y ausencia. En la figura 3, se aprecia el dendograma obtenido para las 43 accesiones
estudiadas, como parte del avance de la caracterizacion molecular. Con un coeficiente de similaridad de 0.9 se determinan 39
genotipos, lo que indicaria solamente un 9.3% de duplicados, es decir una alta variabilidad genética de ollucos cultivados, a un
coeficiente de 1 no se muestra duplicacion, estos resultados contradicen a los autores que afirman que la variabilidad genética de
olluco es baja debido a su propagacion vegetativa.

—_— ———
— i e — Figura 3.Dendograma de similaridad para
1 Y 43 accesiones de olluco de Cajamarca

CONCLUSIONES:
Se encontr6 alta variabilidad a nivel morfoldgico en las poblaciones de olluco cultivadas, en las que se definieron un total de 25
morfotipos.
En el anlisis de frecuencias se hace evidente el alto porcentaje de Variegacion del tubérculo (71,43%).
La técnica de AFLP permitié la identificacion de marcadores polimérficos en las 43 accesiones de olluco con un total de 40% de
polimorfismo.
La caracterizacion molecular permitié diferenciar a un nivel de similaridad de 0.9, 39 genotipos, es decir un 9.3% de duplicados y aun
coeficiente de 1, 43 genotipos. Lo que indica una alta variabilidad genética de los ollucos cultivados de la region Cajamarca.
Agradecimiento: El presente trabajo fue financiado por el proyecto AGROECO, con fondos del Programa Canadiense de
Investigacion Internacional en Seguridad Alimentaria (CIFSRF).
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RESUMEN
Se esta analizando 146 accesiones de oca usando 19 loci microsatelites (SSR), con el objetivo de estimar la diversidad genética
existente en el departamento de Cajamarca. Resultados preliminares muestran una alta variabilidad alélica en los loci analizados al
momento, variando de 5 a 10 alelos por locus.

Progress on genetic diversity analysis of cultivated oca (Oxalis tuberosa mol.) from Cajamarca-Peru, using microsatellite
markers.

ABSTRACT
We analyzed 146 accessions of oca, using 19 microsatellites (SSR) loci, in order to estimate the genetic diversity in the department of
Cajamarca. Preliminary results show a high level of allelic variability, varying between 5 and 10 alleles per locus.

INTRODUCCION

Oxalis tuberosa Mol. (Oca) de la familia Oxalidaceae (Ferreyra, 1986), es una especie nativa de los Andes. Es después de la papa el
tubérculo con mayor area de cultivo e importancia en los Andes Sudamericanos por su rendimiento y sabor agradable. El valor
nutritivo de la oca es muy variable, pero igual o mejor que la papa. Su contenido de proteina varia pero generalmente esta por encima
del 9% en la materia seca y con buena proporcion de aminoécidos esenciales (Collazos, 1975). La oca presenta una alta resistencia a
los principales factores ambientales adversos que afectan a los cultivos, y prospera en climas frios moderados donde las poblaciones de
insectos son minimas asi como el desarrollo de enfermedades. También son resistentes al déficit de humedad y puede soportar suelos
salinos en los que otros cultivos no prosperan adecuadamente (Mujica, 2009). Por estas razones la oca, tiene un gran potencial en el
futuro para poder conquistar terrenos marginales para la produccion de alimentos.

En el presente trabajo se realizard la caracterizacién molecular con el objetivo de identificar la diversidad genética de oca de esta
region para promover su conservacion, utilizacion en los programas de mejoramiento y produccion sostenible del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

1.1. Material genético
Se analizardn 146 accesiones de oca cultivada provenientes de 5 provincias de la region de Cajamarca

1.2. Extraccion de ADN
La extraccion de ADN se realizd6 mediante el método de CTAB a partir de tejido foliar joven de Oxalis tuberosa Mol. de acuerdo a la
metodologia propuesta por Doyle y Doyle en 1990. Posterior a la extraccion se resuspendié el ADN en 70ul de buffer T10EO,1, se
colocaron las muestras 15 minutos en bafio maria y se procedié a agregar 2ul de ARNasa dejandolas a 37°C por un tiempo de 3
horas.

1.3. Prueba de Calidad de ADN vy dilucion
La calidad de ADN de las muestras extraidas se realizé en gel de agarosa 1%, la migracién se hizo en cadmara de electroforesis
horizontal a 80 [V] en un tiempo de 60 minutos y se compard visualmente con el marcador A/Pst-I (Genoma del bacteriofago A
digerido con enzima Pst-1). También se realiz6 la cuantificacion de las muestras en espectrofotdmetro y su posterior dilucién a 15 ng/
ul para ser usada como muestra de trabajo.

1.4. Reaccion en cadena de la polimerasa
La reaccion de amplificacion se esta realizando con 19 pares de iniciadores tipo microsatelites (SSR) desarrollados para oca por un
grupo de investigadores de la universidad de BYU (USA)4. Hasta el momento se ha logrado amplificar mediante una PCR
convencional (Temperatura especifica) 50 accesiones de oca con 6 iniciadores. La Tabla 1 muestra las concentraciones y volimenes
del mix de PCR. Los iniciadores restantes seran amplificados con una PCR touchdown debido a la inespecificidad de los productos
con una PCR convencional.

15. Electroforesis en Gel de acrilamida
Los productos amplificados de las pruebas fueron visualizados en geles de poliacrilamida 6% bajo el sistema de electroforesis vertical
de
BioRad Sequi-Gen GT sequencing Cell adaptados para las condiciones del laboratorio.
La figura 1 muestra las regiones microsatélites obtenidas con el iniciador OT0585 en una PCR convencional a 58°C de temperatura de
union.

4 . . . .
Comunicacién personal Dr. Jorge Rojas-Beltran.
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TABLA 1. Componentes de PCR. Figura 1. Microsatélites obtenidos con el iniciador OT0585.

169 170 173175176177 179181182 M 186 187 188 189 190 191192 194 195

Agua
10X PCR Buffer 1
25 mM MgCI2 1
5nM DNTP 0.4
10 puM/pl Primer F 0.4
10 uM/pul Primer R 0.4
0,08 U/ul  Taq polimerasa 0.2
15 ng/pl DNA 2
1.6. Analisis de datos

El perfil de polimorfismo de las 50 accesiones de oca fueron registrados por presencia (“17) y ausencia (“0”) de las bandas producidas.
La matriz binomial resultante fue analizada, usando técnicas de agrupamiento con el programa estadistico NTSY'S version 2.2 (Rohlf,
1998), segun el algoritmo UPGMA (Unweight Pair-Group Method with Arimethmetic Means.

RESULTADOS Y DISCUSION
Al analizar las 50 entradas de oca se observa una alta variabilidad alélica, que va de 5 a 10 alelos por locus (Tabla 2), lo que indica una
larga historia evolutiva en la regién. En el dendograma generado (figura 2) para las 50 accesiones a un coeficiente de similitud de 1 se
encontré dos accesiones duplicadas. A un coeficiente de similaridad de 0.75 se forman 15 grupos en donde se observa tendencias de
agrupamiento de acuerdo algunos caracteres morfologicos como la coloracion de los tubérculos. Sin embargo vemos que a un
coeficiente de similaridad de 0.92 dos de las entradas (177 y 189) que comparten la coloracién roja del tubérculo se agrupan.

TABLA 2. Tamafio y nimero de alelos registrados para cada loci.

OT07970 9 No estimado
0OT12024 9 No estimado
OT05385 6 193-151
OT22713 6 210-184
OT11876 5 203-180
OT04178 10 173-133

A pesar de que existen caracteristicas morfoldgicas y de procedencia diferentes en algunos de los grupos formados, se encuentran
genotipicamente relacionados. Hay que indicar que estos resultados son preliminares puesto que aun falta probar 13 iniciadores para el
total de la poblacién (150).

Figura 2. a. Dendograma que agrupa 50 entradas de oca para seis marcadores microsatélites, b. Plantacion de oca.
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RESUMEN
Se evaluo el enraizamiento de brotes de Swietenia macrophylla, bajo el efecto de tres medios de enraizamiento (arena media, jiffys y
al aire libre) y dos dosis de acido indolbutirico (3000 y 6000 ppm), utilizando microtineles como ambientes de enraizamiento. El
estudio se realizo gracias al convenio de Reforesta Perd S.A.C y el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (I1AP), con el
soporte financiero del Fondo para la Innovacion Ciencia y Tecnologia (FINCyT). Al término de 32 dias, los brotes sembrados con
dosis de AIB de 3000 ppm mostraron enraizamientos de 85.97 %, haciendo uso de pellets - jiffys como sustrato.

ABSTRACT
Rooting of shoots of Swietenia macrophylla, under the effect of three rooting media (medium sand, jiffys and outdoor) and two doses
of indole butyric acid (3000 and 6000 ppm), using greenhouses as rooting environments was evaluated. The study was done with the
agreement of Reforesta Peru SAC and Research Institute of the Peruvian Amazon (I1AP), with financial support from the Fund for
Innovation, Science and Technology (FINCyT). Following 32 days, the shoots seeded at doses of 3000 ppm showed AIB
embeddedness of 85.97%, using pellets - jiffys as substrate.

INTRODUCCION
La viabilidad de la semilla de caoba (Swietenia macrophylla) en el momento de la dispersion es

generalmente del 90%, sin embargo esta viabilidad se pierde muy rapidamente en el transcurso de
los dias si no se los almacena en condiciones dptimas de humedad y temperatura, por lo que hace
necesario disponer de otros mecanimos de produccion de plantas. Con base en lo mencionado, en
este ensayo se evalud el efecto de tres medios de enraizamiento y tres dosis de acido indol-3-
butirico sobre la capacidad de enraizamiento de caoba, haciendo uso de microtineles, como
estrategia sostenible de multiplicacion clonal de esta especie a escala comercial.

MATERIALES Y METODOS Brote enraizado
Ubicacion del experimento

El ensayo se llevd a cabo entre los meses de mayo a noviembre de 2013, en el area de propagacion del vivero de la empresa
REFORESTA PERU S.A.C; ubicado en el distrito de la Banda de Shilcayo, provincia y departamento de San Martin; Per(; con
coordenadas UTM: N 9280755 y E 351994 a una altitud de 325 m.s.n.m., con temperaturas promedio de 25.44 °C y una precipitacion
de 72.3 mm/mes (I1AP 2013).

Origen y colecta de los brotes

El material vegetativo (brotes) de S. macrophylla se obtuvo de los patrones instalados en el jardin clonal de multiplicacion clonal con
caracteristicas sobresalientes en rectitud, sanidad, tipo de copay calidad de fuste.

Preparacién y aplicacion hormonal en brotes a base de acido indol-3-butirico (AlB)

La dosis hormonal se prepard a partir del &cido indol-3-butirico (AIB) quimicamente puro, diluido en alcohol al 96 %, para obtener la
concentracion deseada de 3000 y 6000 ppm. Una vez preparada la hormona, se procedi6 a sumergir 2 cm de la base del brote mediante
el método de inmersion rapida, seguidamente se establecieron en las camaras himedas.

Sustrato y establecimiento de los ensayos

Se utiliz6 medios de enraizamientos en base a arena media, al aire libre y jiffys, . Finalmente estas fueron depositadas en los
microtuneles para su enraizamiento.

Disefio experimental
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Se aplicé el Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial de 3A x 2B con 6 tratamientos, tres repeticiones y 6
estaquillas por unidad experimental. Los datos fueron convertidos a la funcién arcsen V%, para el porcentaje de enraizamiento, con un
nivel de significancia de p<0,05 de probabilidad de error para determinar la naturaleza de las diferencias entre tratamientos (DIAZ,
1991). Los datos fueron sometidos a la prueba Tukey con un nivel de significancia de (p<0.05) de probabilidad de error para
determinar las naturalezas de las diferencias entre los tratamientos. Los datos se almacenaron y analizaron en el software SPSS v. 22.

Suministro de riego y control fitosanitario en los microttneles

Se proporcion6 riego nebulizado en el interior del microtinel, durante 3 minutos por cada hora, para mantener la humedad relativa en
rangos mayores al 80%. Se considera la aplicacion de fungicida agricola Carbendazim (500 g/I), Thiophonate methyl 500 g/kg y
Kasugamicina (20 g/l) para prevenir la propagacion de patdgenos, realizandose esta actividad una vez a la semana.

RESULTADOS Y DISCUSION
Después de 32 dias, los resultados no mostraron una interaccion significativa entre el sustrato y la dosis de AIB (p =0.605), para la
variable nimero de raices (Cuadro 1). Sin embargo, el tipo de sustrato y la dosis de AIB, como efectos principales, mostraron

diferencias significativas significativos para la variable cantidad de raices (p=0.001 y 0.010, respectivamente), encontrdndose mayor
cantidad de raices en brotes con sustrato jiffy, asi como en dosis 3000 ppm.

Cuadro 1. Efecto del tipo de sustrato y la dosis AIB en el

numero de raices (media + error estandar). 100,00 Figura 1. Porcentaje de .enra|za_lr,n|ento de
acuerdo a la interaccion entre el
Dosis de AIB (ppm) - 80001 tino de sustrato v la dosis AlIB
Sustrato /Dosis 3000 6000 £ o000 [C -
% — 3000
- 2 i —— 6000
Jiffy 2.22 £ 0.04 Aa 1.96 = 0.07 Aa F 40.00
E 20,007
Arena 2.03+£0.01 Aa 1.85 = 0.03 Aa
0,007
_ Jii"fy Aréna Lit;re
Libre 1.52 +0.06 Bb 1.41+ 0.01 Bb SUSTRATO

Nota: Letras en mayuscula para el factor “tipo de sustrato” y mintisculas para el factor “dosis de AIB”.

Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p>0.05)

Para la variable porcentaje de enraizamiento, los resultados mostraron una interaccion significativa entre el tipo de sustrato y la dosis
de AIB (p =0.000), encontrandose mayor porcentaje de enraizamiento en brotes con sustrato jiffy y en dosis 3000 ppm. Como se
observa en la Figura 1, mejores rendimientos en porcentaje de enraizamiento de estaquillas de caoba (Swietenia macrophylla) se
presentaron en la dosis 3000 ppm aplicados en combinacion con tres medios de enraizamiento, generando un 85,97 % de
enraizamiento. Basados en la dosis hormonal, se observé la disminucidn del porcentaje de enraizamiento de acuerdo al incremento de
la dosis AIB, el descenso se da como resultado de desordenes fisiologicos que ocurren en las estacas debido a dosis excesivas 0
inclusive a menores cantidades de concentracion de dosis de AIB (Mesén 1998).

Vallejos (2011) obtuvo 100% de enraizamiento en estacas de Plukenetia volubilis con areas foliares de 50 y 100 cm? debido a que
estas areas foliares favorecieron una mayor fotosintesis y con ello un mayor porcentaje de enraizamiento. Diaz (1991) con estaquillas
de C. odorata encontré que el &rea foliar de 100 cm? es superior en nimero de raices por estaquilla a las de 50 y 25 cm2 en 12% y
50%, respectivamente. Mesen (1998) menciona que la presencia de hojas en la estaquilla, ejerce una fuerte influencia, estimulando la
iniciacion de raices, gracias a que constituye fuente de asimilados, auxinas y otras sustancias.

Leakey y Mesén (1991) en experiencias con otras especies tropicales, evidencian que la temperatura 6ptima del aire que favorecen al

enraizamiento es de 20 a 25°C, aunque temperaturas hasta 30°C son aceptables siempre y cuando se mantenga una huimedad relativa
cercana al 95%
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Ruiz (2010) la propagacion vegetativa de sacha inchi (Plukenetia volubilis) le resultd relativamente sencilla y exitosa, con estaquillas
intermedias o basales de 8 cm de longitud, con éareas foliares de 50 cm? y tratadas con 4cido indolbutirico (AIB) en dosis de 0,15% o
0,20%.

CONCLUSIONES

Se determind que la dosis éptima para la propagacion vegetativa de caoba (Swietenia macrophylla) es de 3000 ppm de AIB en cuanto
a la variable nimero de raices y porcentaje de enraizamiento. El sustrato 6ptimo para la propagacion vegetativa de caoba (Swietenia
macrophylla) en cuanto a la variable nimero de raices y porcentaje de enraizamiento es el uso de jiffys. Se concluye que el mayor
porcentaje de enraizamiento para la especie caoba (Swietenia macrophylla) es 85,97 %, resultado que es generado a partir de la
combinacién de jiffy con 3000 ppm, a los 32 dias de su instalacion.
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RESUMEN

Se ha iniciado el mejoramiento genético de la tuna en el banco nacional de germoplasma de tuna,ubicado en Vizcachayocc ( 2 750
msnm.), Huamanga, en Ayacucho-Per(, con la finalidad de incrementar la produccion por plantay mejorar la calidad de la fruta, asi
como obtener ecotipos tolerantes a plagas y enfermedades , al calor, frio, helada, granizada, viento , al exceso de humedad y a otros
factores negativos que se vienen presentando Ultimamente con el fendmeno del cambio climético. Se determino el momento 6ptimo de
la fase pre hembra para la polinizacién manual de la tuna que es a los 42 dias después de la emergencia de la yema floral. La fase pre
hembra dura solo un dia, momento en que debe procederse a la polinizacion manual en horas de la mafiana porque pasado el medio dia
la flor se abre completamente con el calor Una vez polinizada la flor el fruto cuaja en 08 dias y demora 130 dias en llegar a la madurez
fisioldgica.

Palabras claves: polinizacidn, ecotipos promisorios, cambio climatico.

ABSTRACT

It has been initiated with the genetic improvement of tuna in the germplasm bank of tuna, located in Vizcachayocc( 2 750 msnm.),
Huamanga, Ayacucho Peru, with the purpose of increasing the production per plant and improve the quality of the fruit, as well as
obtain ecotypes tolerant to pests and diseases, heat, cold, frost, hailstorm, wind , an excess of humidity and other negative factors that
has been presenting lately with the phenomenon of climate. It was determined the optimal timing of the pre female to hand pollination
of tuna, which is at 42 days after the emergence of the flower bud. The pre female lasts for only a day, the moment when they should
be hand-pollination in the early hours of the morning by that past the middle of the day the flower opens completely with the heat once
pollinated flower the fruit curdles in 08 days and delay 130 days to reach physiological maturity.

Key words: Pollination, ecotypes promising climate change

INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion y la demanda de alimentos nos exigen producir alimentos en mayor cantidad por unidad de superficie,
por lo tanto es necesario iniciar con el mejoramiento genético de la tuna para incrementar la produccién por plantay mejorar la
calidad de la fruta, asi como obtener biotipos tolerantes a plagas y enfermedades , al calor, frio, helada, granizada, viento , al exceso
de humedad y a otros factores negativos que se viene presentando Ultimamente con el fenémeno del cambio climético.Ante esta
situacion actualmente en los ecotipos promisorios del banco nacional de germoplasma de tuna,ubicado en Vizcachayocc ( 2 750
msnm.), Huamanga, en Ayacucho-Peru, se viene realizando la polinizacion manualcon la finalidad de mejorar la calidad de fruta y
obtener biotipos resistentes o tolerantes a la “Cercosporiosis” que tanto dafio viene causando en los valles interandinos por debajo
de los 2 600 msnm.

MATERIALES Y METODOS
Antes de proceder con la polinizacién manual de la tuna, se estudié las fases del desarrollo floral desde la formacion de yemas

florales hasta el cuajado del fruto con la finalidad de determinar el momento de la flor en estado pre hembra (cuando los pétalos
estan totalmente cerrados) que dura un solo dia. La polinizacion manual consistié primero en realizar la emasculacion de los
estambres para convertirlo en flor hembra para luego mediante un pincel extraer polen de una flor abierta considerada como flor
macho y proceder a la polinizacién manual en horas de la mafiana. Una vez polinizada la flor se cubrié con una capucha de papel
para proteger de la entrada del polen de otros biotipos por parte de los agentes polinizadores como son los insectos y el viento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los cruzamientos se realizaron considerando los ecotipos promisorios tanto machos como hembras en cada cruce. El ecotipoPTI-013

que es la blanca gigante o la “ Cayhua “ de buen tamafio de fruto, con poco dulce, se cruzé con PTI-003, blanca pequefa, de sabor
dulce, para obtener un hibrido de buen tamafio y de sabor dulce . Igualmente se cruzaron los ecotipos morados con los amarillos y
estos con los blancos para mejorar el sabor de la fruta, por que las tunas con cascaras amarillas tienen mayor dulce que las moradas y
estas mayor dulce que las blancas. Actualmente estos cruces se encuentran en semillas F1 que seran propagadas en condiciones de
invernadero.
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Cuadro 1. Cruzamiento de los ecotipos promisorios de tuna del banco nacional de germoplasma

Cruzamientos
Fecha de Hora de
Ecotipos Macho Hembra Polinizacion Polinizacion

Morada x Blanca PTI-047 X PTI-045 11/10/2010 11.35 am.
Blanca x Morada PTI-045 X PTI-047 11/10/2010 12.00 pm.
Blanca x Blanca Gigante PTI-003 X PTI-013 11/10/2010 12.45 pm.
Blanca Gigante x Blanca PTI-013 X PTI-003 13/10/2010 12.40 pm.
Amarilla x Blanca PTI-011 X PTI-003 25/10/2010 11.35 am
Blanca x Amarilla PTI-003 X PTI-011 25/10/2010 10.30 am
Morada x Amarilla PTI-047 X PTI-011 26/10/2010 10.40 am.
Amarilla x Morada PTI-011 X PTI-047 26/10/2010 10.15 am.

Figura 1. Emasculacion de los estambres Figura 2. Polinizacién manual de la tuna.
de la flor de tuna
De acuerdo a los resultados encontrados se concluye lo siguiente:

1.Se determind a la fase pre hembra como momento éptimo para la polinizacién manual de la tuna, situacion que ocurre a los 42 dias
después de la emergencia de la yema floral.

2.La fase pre hembra solo dura un dia, momento en que debe procederse a la polinizacion manual en horas de la mafiana, porque
pasado el medio dia, la flor se abre completamente con el calorcon el riesgo de que el estigma pueda contaminarse de polen debido a los
polinizados naturales.

3.Una vez polinizada la flor el fruto cuaja en 08 dias y demora 130 dias para llegar a la madurez fisioldgica.
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Mantenimiento de pureza varietal de algodon (Gossypium barbadense) var. Tanguisen la
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RESUMEN
Con la finalidad demantener lapureza varietal y produccion de Semilla Certificada en Algoddn var. Tangiis-UNAL, se realizo la
seleccion de los mejores 1000plantas de algodon para realizar autopolinizaciones en la produccién de la semilla bésica. Estas semillas
mantienen la identidad genética y garantizan altos rendimientos con buena calidad de fibra en la produccién comercial.

ABSTRACT.
In order to preserve varietal purity and certified seed production of cotton var. Tangiis-UNAL, we selected the best 1000 cotton
plantsto perform self-pollinations on basic seed production. These seeds maintain the genetic identity and guarantee higher yield with
good fiber quality in the commercial production.

INTRODUCCION

El cultivo de algodon en el Pert se siembra en la costa y selva peruana, siendo la var. Pima y la var. Tangiis las que ocupan la mayor
extension de siembra debido a la mejor calidad de fibra que poseen. La variedad Tang(is ocupa el 80 % de las areas de siembra y es la
variedad que se adapta a las condiciones climaticas de costa central y sur de nuestro pais (MINAGRI, 2014).Durante los Gltimos afios
las areas de siembra han ido reduciéndose cada vez mas en nuestro pais y como el objetivo de la siembra de algoddn es la utilizacion
de la fibra es necesario mantener la calidad de fibra para la produccion de tejidos de la mejor calidad, destinadas a los mercados
internacionales méas exigentes. Razon por la cudl es necesario realizar un trabajo de mejoramiento genético constante a fin de
mantener la pureza de la semilla y producir una semilla certificada de calidad.El proceso de produccion de semilla incluye el
mantenimiento de semilla genética, obtencion de semilla basica, semilla resgistrada y semilla certificada.

Como Circulo de Investigacion en Fitomejoramiento (CIF) tenemos la finalidad de apoyar en la obtencion de una semilla de alta
calidad fisica, fisiolégica, sanitaria y genética, para mejorar la produccion y productividad del cultivo de algodén Tanguis en el pais.

MATERIALES Y METODOS
Material Genético.
El presente trabajo se realiz enlaespecie Gossypium barbadensevariedad Tangiis, UNA No. 1, en el Campo experimental del
Programa de Algodén de la UNALM, en 2.5 has de produccién comercial.

Metodologia

Para realizar la labor de mantenimiento de pureza varietal se trabajo en 4 zonas en donde se tienen los mejores linajes, se realizd la
seleccion de plantas, mediante la colocacion de una cinta roja a las plantas que contaban con las siguientes caracteristicas:

-Presencia de ramas con doble simpodio.

-Entrenudos cortos, el indice de insercion del primer simpodio (IIRF) entre 6 a 8.

-La planta no debe estar despuntada.

-La planta debe tener una altura menor a 1.65 m. y buena fructificacion.

A continuacion, se visualizaron botones florales de una coloracién verde-amarillenta, y se les coloco un conito de papel (Figura 1),
cuya funcion es asegurar la autofecundacion y evitar la libre polinizacién por presencia de agentes polinizadores como abejas,
abejorros y el viento (Penna, 1982).

Figura 1. Seleccidn de plantas tipo y proceso de autopolinizacion
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Foto 01
Fecha: 13/03/14
Planta seleccionada y
autofecundada

Foto 02
Fecha: 08/05/14
Flor emasculada por el método
de Vega Bancalari

Foto 03
Fecha: 08/05/14
Flor emasculada por el método
convencional

Foto 04
Fecha: 08/05/14
Progenitor polinizado y protegido
con un sobre y etiquetado

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron alto porcentaje de prendimiento, las semillas obtenidas de esta forma se destinan una parte para la siembran y otra parte
es guardada como reserva. De una % ha de semilla basica, se obtiene semilla para sembrar 40 ha de semilla registrada y finalmente
5800 ha de semilla certificada. Estas semillas, garantizan la conservacion de la calidad genética de la variedad UNA-1, manteniendo
las caracteristicas de nuestra variedad con las caracteristicas deseadas para la produccién de semilla certificada.

CONCLUSION

Es una practica facil y eficiente que se debe implementar en la produccion de semilla, para evitar degeneracién de las variedades del

algodén.
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RESUMEN
Con la finalidad de conocer la variabilidad genética de Phaseolus sp. de la provincia de la Convencién del Cuzco se analizaron 11

ecotipos de semillas de Phaseolus sp. (Jaspeado, San Jacinto, Capsula, Sangre de toro, Bayo, Limefiito, Comandante, Canario, Pitipoa,
Brasilerito y el Silvestre) de os que tomaron datos de la longitud de la semilla (LS), Ancho Lateral (AL), Ancho Anteroposterior (AA),
Longitud del Hilum (LH), Ancho del Hilum (AH), Longitud del Micrépilo (LM), Longitud del Rafe (LR), y se les aplicé analisis de
componentes principales (CP) y analisis canonico variado (CVA) que nos decribi6 4 grupos (G), G conformado por frejol silvestre, el
G2 agrupa a Pitipoa, el G3 conformado por Brasilerito, y el G4 agrupa a Limefiito, Comandante, Canario, Bayo, Jaspeado, San Jacinto,
Capsula y Sangre de toro; siendo la longitud de la semilla (LS) y Ancho Lateral (AL) los que describen la mayor variabilidad. En
cuanto al andlisis de la variabilidad Bioquimica usando a la (faseolina) describe 6 grupos (F): F1 conformado por el Silvestre, F2 que
lo conforma Brasilerito y Comandante, F3 contiene a Pitipoa, el F4 agrupa a Bayo y Limefiito, el F5 lo compone Jaspeado, San Jacinto
y Capsula, y el F7 agrupo a Canario y Sangre de Toro. Lo que nos indica que existe materia prima para elaborar programas de mejora
en cuanto a tamafio de la semilla y contenido de Faseolina.

Palabra Clave: Ecotipos, Analisis morfométrico, Andlisis bioquimico, Electroforesis SDS PAGE, Faseolina.

ABSTRAC

In order to assess the genetic variability of Phaseolus sp. province of Cuzco Convention 11 seed ecotypes were analyzed Phaseolus sp.
(Heather, San Jacinto, Cépsula , Bull's Blood, Bayo, Limefiito, Commander, Canario, Pitipoa, Brasilerito and Silvestre) of you who
took the data length of the seed ( LS ) Lateral Width (AL ) Anteroposterior width (AA), hilum length (LH ) , hilum width (AH ) ,
micropyle length ( LM ), Rafe length ( LR ), and we applied principal component analysis (PC) and canonical analysis varied (CVA )
that we 4 groups ( G), G formed by wild bean, G2 Pitipoa groups, made up Brasilerito G3, and G4 groups Limefiito, Commander,
Canario, Bay, Heather, San Jacinto, and Blood Capsule bull; being the seed length (LS) and the wide side (AL) describing the
increased variability. For analysis of Biochemistry variability using the (phaseolin) describes 6 groups (F) formed by Silvestre F1, F2
and it conforms Brasilerito Commander contains Pitipoa F3 , F4 and Limefiito Bayo groups, the F5 Heather composes, San Jacinto and
capsule , and grouped to F7 Canario and Sangre de Toro. Which indicates that there is raw material for breeding programs in terms of
seed size and content Phaseolin.

Keyword: Ecotypes, Morphometric analysis, Biochemical analysis, Electrophoresis SDS PAGE, Phaseolin.

INTRODUCCION

El frijol comin Phaseolus sp. L. importante en paises en
desarrollo de América y en Africa, regiones donde se produce
el 47% y 24% respectivamente de la produccion mundial de
frijol seco (Becerra & Gepts, 1994). Cultivada principalmente
en la provincia de la Conveccién — Cusco donde ha adquirido
una gran importancia debido a su gran variabilidad, trayendo
beneficios econdmicos a los agricultores de dicha zona. Existe
escasos estudios de caracterizacion morfométrica, bioquimica
y molecular que determinen la variabilidad genética de
Phaseolus sp. L. (frijol comdn).

Este proyecto tiene como objetivo principal dar a conocer la
variabilidad de Phaseolus sp. usando descriptores
morfométricos y bioquimicos (proteinas de reserva como
faseolinas) es de suma importancia contar con la informacién
acerca de la variabilidad genética de los materiales basicos
para iniciar un programa de mejoramiento del frejol (Ramirez,
1982; Silbernagel et al., 1991) que tenga como prioridad

aumentar el grado de tolerancia a los factores bidticos y
abidticos, ademas de mejorar el valor nutricional de este. Los
recursos genéticos de una especie vegetal constituyen la
materia prima con la que los fitomejoradores producen nuevas
variedades (FAO, 1996)

A pesar de la gran importancia del cultivo, la caracterizacion
de proteinas entre genotipos no ha sido cubierta, salvo lo
referente a proteinas particulares como el caso de las
faseolinas o argelinas (Montoya et al., 2008). Por lo que se
pretende enriquecer el conocimiento de la variabilidad de
Phaseolus sp de la convencion del Cuzco

MATERIAL Y METODOS

Obtencién de semillas de Phaseolus sp. L.”Frijol coman”
Se colectaron 11 tipos de semillas de Phaseolus sp.,
procedentes del distrito de Quellouno, provincia de la
Convencion, departamento de Cusco.
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Analisis morfométrico de variedades de Phaseolus sp.: Se
tomaron medidas de las semillas en base a los siguientes
caracteres: Longitud de la semilla (LS), Ancho Lateral
(grosor) (AL), Ancho Anteroposterior (AA), Longitud del
Hilum (LH), Ancho del Hilum (AH), Longitud del Micrépilo
(LM), Longitud del Rafe (LR)., y se hicieron andlisis de
componentes principales y Analisis Canonico (CVA),
utilizando el software PAST,

Andlisis de las proteina de reserva (Faseolina) en
variedades de Phaseolus sp. Se usé 30 mg de harina a la que
se le afiadié CINa 0.4 M que contuvo 2- mercaptoetanol al 3%
y agité 60 r.p.m por 1 h se dejé reposar 18 h a temperatura
ambiente; y centrifugdé a 13000 r.p.m. en frio por 1 hora al
sobrenadante se le afiadi6 300 uL de tampon reductor
(Tamp6n tris HCL -0.5 M (pH 6.8) 17.5 mL, SDS 2 g, 2-
mercaptoetanol 5 mL y glicerol 10 mL, se agita y se colocaron
en bafio maria por 5 min, y se detuvo la reaccion por
inmersion de los tubos en hielo para finalmente realizar la
corrida electroforética en SDS-PAGE segun el método de
(Laemli, 1970),

Anédlisis de bandas de proteinas de Phaseolus sp. Las
bandas resultantes fueron analizados en el programa
TOTALLAB L-100, Con las bandas se elabor6é una matriz
bésica de datos (MBD) para analizarlos por clasificacion
jerarquica (cluster analysis) utilizando el programa PAST para
finalmente obtener un Fenograma mediante el coeficiente de
similaridad de Jaccard.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion de semillas y caracterizacion fenotipica de
Phaseolus sp. ”Frijol comuan Las caracteristicas fenotipicas
de cada tipo de semillas en base a los descriptores del CIAT
(1984).

Fig.1. Muestra los 11 tipos de semillas de Phaseolus sp.:
Silvestre (1), Jaspeados (2), San Jacinto (3), Capsula (4),
Sangre de toro (5), Bayo

(6), Canario (7). Limefito (8), Comandante (9), Pitipoa (10),
Brasilerito (11).

Las semillas Phaseolus sp., colectadas varian en tamafios y
diversas formas entre estos, ya que son el resultado segin
Beebe, 2000; y Rodrigo, 2000, De Ron (2010) de un proceso
de domesticacion, intercambio de pool genético y evolucion
que se fue dando a partir de una forma silvestre P. vulgaris
var. Aborigeneus.

Andlisis morfométrico de Phaseolus sp segun el Analisis de
componentes principales (CP) indica que la Longitud de la
semilla (LS) y Ancho Lateral (grosor) (AL) acumula la mayor
cantidad de varianza (97.40%),

: Grupo 11
Grupo 29 : . ’ ‘

cesralas Ve
gli_ “ Ser
» /
]

Grupo 47

Grafico 2. Grafico de los dos primeros componentes
principales de ACP y los biplot realizado con los 7 caracteres
de medicion de 11 tipos de semillas de Phaseolus sp, donde:
Sivestre (color cobalto), Pitipoa (azul), Brasilerito (plomo),
Limedito (amarillo), Comandante (rojo), Canario (lila), Bayo
(verde olivo), Jaspeado (azul oscuro), San Jacinto (marron),
Capsula (verde oscuro), Sangre de toro (verde fosforescente)

En el gréafico 2 se observa claramente 4 agrupaciones bien
definidas, donde el Grupo 1 lo constituye solo semillas de
frejol silvestre, el Grupo 2 compuesta de semillas del Pitipoa,
el Grupo 3 agrupa a semillas de Brasilerito, y el Grupo 4
agrupa a 8 semillas: limefiito, Comandante, Canario, Bayo,
Jaspeado, San Jacinto, Capsula y Sangre de toro. También se
muestra los biplot de los caracteres que demuestra la
correlacion entre estos, en este caso el caracter longitud de la
semilla se correlaciona con el ancho lateral de la semilla.

Analisis canonico variado: El andlisis de los 7 caracteres
morfométricos seleccionados por CP, utilizando el tipo de
semilla como variable de discriminacion; revelaron que las
semillas de Limefiito, Comandante, Canario, Bayo, Jaspeado,
San Jacinto, Capsula, Sangre de toro, presentan una similitud
respecto a sus caracteres morfométricos, y las semillas de
Brasilerito y Pitipoa que forman grupos individuales,
presentando poca similitud entre sus caracteres y son mas
variables, y por ultimo las semillas del Silvestre se muestra
como un grupo muy alejado respecto a las demas variedades,
ya que hay mayor variabilidad en sus caracteres analizados.

Analisis bioguimico de variedades de Phaseolus sp.
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Grafico 4. Gréafico que muestra el bandeo de proteinas
mediante la técnica de electroforésis SDS-PAGE, para 11
tipos de semillas de Phaseolus sp., 10 pl en cada carril, donde
(M)Marcador, (1)Silvestre, (2)Jaspeado, (3)San Jacinto,
(4)Capsula, (5)Sangre de toro, (6)Bayo, (7)Limeifiito,
(8)Comandante, (9) Canario, (10)Pitipoa (11)Brasilerito.

El anélisis bioquimico de la faseolina (gréfico 4) muestra las
bandas de proteinas totales extraidas de 11 ecotipos de semilla
de Phaseolus sp., en donde se observa que las semillas del
silvestre (1), difiere de todas las demds, respecto a la
distribucion de sus bandas de proteinas, asimismo las semillas
de Jaspeado (2), San Jacinto(3) y Capsula(4), se asemejan
respecto a sus bandas de proteinas, la variedad Sangre de

- W e .

toro(5) y Canario(9), también presenta similitud entre sus
bandas, la semillas de Bayo(6) y Limefito(7) presentan
bandas similares; asi como también la variedad
Comandante(8) y Brasilerito(11) presentan afinidad entre sus
bandas, y finalmente Pitipoa(10) que presenta bandas distintas
a las demés. El cluster (fig formado indican la formacion de
tres grupos el grupo 1 forma canario, sangre de toro, jaspeado,
San Jacinto, capsula, bayo y limefiito, el grupo 2 contiene a
Pitipoa, y el grupo 3 contiene a comandante, brasilefio y
silvestre.
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EVALUACION DE CUATRO CICLOS DE SELECCION MAZORCA HILERA
MODIFICADO EN LA RAZA DE MAIZ SAN GERONIMO
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ABSTRACT

Four cycles of modified ear-to-row selection applied to the San Geronimo Race of maize, are compared with the objective to estimate
the changes in characters of each cycle. Experiment are installed in Junin region of Peru at 3292 masl of height, 12°.00" south
latitude, 75°13" west longitude in EEA Santa Ana of INIA Huancayo in 2012-2013 crop season; complete design randomized with
six replication, five treatments; installed in four rows of 5.0 m of length; 0.8 m distance between rows, 0.2 m distance between hills,
one plant per hill, 8.32 m? plot size with 52 plants per plot, equivalent to 62,500 plants per hectare, fertilization N (120 kg ha™®), P,Os
(80 kg hal), K ( 60kg ha™). Characteristics observed are: Grain yield, weight of 1000 grains, days till male and female flowering,
blister, milk, dough stage; physiological maturity. Leaf disease resistance and plant aspect. Compared the cycles the analyses suggest
that the average of yield of each cycle are statistically different. Cycle four is different to cycle two and three; but both are no
deferent; those are different to cycle one and zero; the last one is different to cycle one. Cycle zero was estimated in 767 kgha-! of
grain yield; cycle one 1,609 kgha-, 3,077 and 2,745 kg ha-'cycle two and three; finally four cycle 4,175 kgha™. By another hand, the
population makes earlier, improve plant aspect and leaf sanity especially at leaf disease

KEY WORDS: Maize race; Cycle; Diversity.

INTRODUCCION
El conocimiento y aprovechamiento de la diversidad de los cultivos facilita la conservacion, caracterizacion y utilizacion sostenible.
Antes de iniciar el mejoramiento y la formacion de ciclos de seleccion del maiz amilaceo de la sierra central del pais se colectd toda
la diversidad del cultivo, se clasificd, recombiné y formaron los ciclos de seleccion con el objetivo de lograr compuestos raciales
para centralizar la recombinacion, seleccién, preservacion de la diversidad y uso; esencial para el desarrollo de una agricultura
sostenible y asegurar la conservacion y seguridad alimentaria.

MATERIALES Y METODOS
Los materiales evaluados son cuatro ciclos de seleccion familiar de medios hermanos mazorca por surco modificado de la raza San

Geronimo. Se instala en la region Junin a una altitud de 3292 metros, 12°.00” latitud sur; 75°13"longitud oeste en campos de la EEA
Santa Ana durante la campafia agricola 2012-2013, en disefio de bloque completo randomizado con seis replicaciones y cinco
tratamientos; los cuales son: Ciclo cero (CO0), ciclo uno (C1), ciclo dos (C2), ciclo tres (C3) y ciclo cuatro (C4). Cada tratamiento se
siembra en cuatro surcos de 5.0 m largo por 0.8 m entre surco con un grano por golpe a 0.2 m de distancia; a una densidad de 62,500
plantas por hectarea con nivel de fertilizacion de 120-80-60 NPK. Las caracteristicas registradas son: Rendimiento de grano, peso de
mil granos, dias a floracion masculina y femenina, dias a estado de ampolla, grano lechoso, pastoso y madurez fisioldgica; aspecto
de planta y enfermedades de hoja. Los datos se registran segln fenologia del cultivo. Floracién femenina (Vt), floracién masculina
(R1), grano ampolla (R2), grano lecho (R3), grano pastoso (R4), madurez fisioldgica (R6). La resistencia a enfermedades de hoja se
registra en: Muy alto (1), alto (2), regular (3), baja (4), muy baja (5). Para el caso del analisis de varianza en la fuente de variacion se
considera bloque, tratamiento, error y total, con grados libertad 5, 4, 20 y 29 respectivamente. La prueba de significacion considera
la diferencia significativa honesta de Tukey al 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Comparado los ciclos de seleccion de la raza San Geronimo el analisis de varianza sugiere lo siguiente (Tabla 1): En la fuente de
variacion de bloque se observa diferencias no significativas entre bloque; para tratamiento hay diferencias estadisticas altamente

significativas. El coeficiente de variabilidad estimado es 16.90%.

Tabla 1. Andlisis de varianza de rendimiento de grano (kg/ha)

Fuente de variacion gl SC CM FC Ft

005 o001 9
Blogue 5 12074862 2594972 15 2,71 410 ns
Tratamiento 4 41950368,6 10487592,1 60,0 2,87 444  *
Error 20  3498319,6 174916,0
Total 29 467461743
Promedio= 2474,59 s= 41823  %CV= 16,90
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En el ciclo cero el rendimiento de grano se estima en 767 kg/ha; en el primer ciclo 1,609 kg ha™, en segundo 3,077 kg ha™, en tercer
ciclo 2, 745 kg hal y en el cuarto ciclo 4175 kg ha™ (Tabla 2). El promedio del C4 es diferente a los demas ciclos; los promedios
del segundo y tercer son iguales estadisticamente; hay diferencias estadisticas entre los promedios del ciclo uno y cero (Figura 1). La

diferencia significativa honesta de Tukey al 95% para esta caracteristica sugiere 722 kg ha™ de grano.

Figura 2. Resistencia a enfermedades de hoja grado 4 (izquierda); grado 2 (derecha)

Analizado la variacion durante los ciclos de seleccién para peso de mil granos indica que hay diferencias estadistica no significativa.
El promedio del peso de mil granos de los cinco tratamientos es 491g, el valor maximo observado es 510g y minimo 475g habiendo
similitud estadistica. Los dias a floracién masculina, femenina y grano ampolla se observa diferencias estadisticas significativas. El
valor maximo para dias a floracion masculina es 95.7 y minimo 91; lo mismo para dias a floracién femenina el valor maximo es 100
y minimo 96; y para grano ampolla 107 y minimo 105; estos dato sugieren que durante los ciclos de seleccion la poblacion se hace

mas precoz. No se observa diferencias estadisticas para grano lechoso pastoso y madurez fisiolégica.

El aspecto de planta ha

mejorado de regular a bueno; lo mismo para enfermedades foliares mejora de resistencia mala a enfermedades de hoja (grado 4) a
resistencia buena (grado 2) ver Figura 2.

Tabla 2. Caracteristicas de cinco ciclos de seleccién de la raza San Gerénimo

Grano

Flor

Estado Reproductivo

Aspecto planta

Enfermedades de hoja

g 8
£ |- I e s g 3 g
Genealogia £ 8 5 E Ex £ % &
5 3 = T < 3 a 5
o ° -g
2 =
R7 R7 R1 vt R2 R3 R4 R6 R4 R3
kgtha Gramos Dias Dias Dias Dias Dias Dias (-5 (15
Ciclo cero 767 d 4753 95,7 100,2 107,0 116,2 1724 1920 4 3
Ciclo uno 1609 ¢ 477,2 92,8 98,7 107,0 116,0 169,0 1872 4 3
Ciclo dos 3077 b 509,7 92,7 97,7 106,0 1155 168,2 1895 3 2
Ciclo tres 2745 b 5023 91,8 96,8 105,7 1153 168,33 189,7 3 2
Ciclo cuatro 4175 a 490 91,0 96,0 105,0 1152 167,0 1873 2 3
Promedio 2475 491 92,8 98 106,1 1156 169,0 189,1 3 2
Maximo 4175 510 95,7 100 107,0 116,2 1724 1920 4 3
Minimo 767 475 91,0 96 1050 1152 167,0 1872 2 2
%CV 16,9 9,37 2,47 2,3 1,17 0,86 18,7 1,7
DSH(T) 0.05 722,2 79,49 3,96 3,89 2,15 1,68 54,5 54
Significacion * ns * * * ns ns ns

Panojamiento ](Vt), emergencia del estigma (R1), grano ampolla(R2), grano lechoso (R3), grano pastoso
(R4), madurez fisiologica (R7), grano con 14% de humedad (R7)

Muy bueno o muy resistente a enfermedades (1), muy malo o muy suceptible a efermedades (5)

82



BIBLIOGRAFIA
BANZINGER, M; 1999. Field book y alfa programa para crear y analizar disefios. CIMMYT, Mexico.
COORS, J. G; PANDEY, S; 1999. The genetics and exploitation of heterosis in crops. Madison Wisconsin USA. 99-118p
MARQUEZ S., E 1985. Genotecnia Vegetal. Tomo |. Métodos, teorfa y resultados. AGT Editor, S.A. México, D. E 247-248p.
LITTLE, T. M; HILLS, F. J; 1991. Métodos estadisticos para la investigacion en agricultura. Editorial Trillas, S.A. México 59-65p
OSCANOA,C; SEVILLA, R; 2010. Razas de maiz de la sierra central del Per(. INIA. EEA Santa Ana. Peru.

PALIWAL, R., GRANADOS G. y LAFITTE R. 2001. El Maiz en los Trépicos: Mejoramiento y Produccién. CIMMYT. El Batan
Meéxico.

83



“ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE Carica papaya, Y BUSQUEDA DE
RESISTENCIA A LA MANCHA ANULAR (PRSV)”.

Mack Pinchi', Cesar Valera' y Raul Blas?
Universidad Nacional de Ucayali, *Universidad Nacional Agraria La Molina

l. INTRODUCCION

El cultivo del papayo es uno de los mas importantes en la amazonia peruana debido a que ha cobrado
importancia econémica en los Gltimos 10 afios, constituyéndose en el principal productor y abastecedor del
mercado de Lima e involucrando a mas del 35% de los agricultores en las distintas etapas de la cadena
productiva. La calidad de la fruta, el desarrollo vegetativo corto y la cosecha semanal, luego de haber
iniciado la produccion, permite el rapido retorno del capital invertido.

Actualmente los productores de papaya en Ucayali se encuentran concentrados en las zonas de Curimana,
Iparia en donde las plantaciones se encuentran altamente infectadas por el virus de la mancha anular del
papayo. En Masisea el cultivo fue destruido completamente por la virosis, las plantaciones que ain quedan,
se encuentran en zona alejadas, por lo que la colecta del material genético de plantas tolerantes a la virosis en
estas zonas nos proporcionara una linea de base para las observaciones del periodo vegetativo y seleccionar
aquellas segun su comportamiento y tolerancia a plagas y enfermedades puedan proporcionar germoplasma
de nuevas variedades mejoradas que satisfagan las necesidades de semilla del productor Ucayalino
(MINAG,2011).

En programas de mejoramiento desarrollados en Florida y Taiwan, se ha seleccionado el cultivar dioico
Cauliflora, con tolerancia poligéncia cuantitativamente hereditaria. Este material y los obtenidos de él son
suceptibles a PRSV-P, pero los sintomas en hojas y frutos son suaves y los arboles producen razonablemente
en cantidades y calidad.

En Colombia, el programa de frutales del ICA (Hoy CORPOICA), en Palmira, seleccion6 cuatro materiales
para ser lanzados como variedades; una de las caracteristicas de estos genotipos era la tolerancia a PRSV; sin
embargo, al evaluarse en campo en otras zonas, resultaron suceptibles al virus. La especie Carica cauliflora,
gue se ha encontrado silvestre desde hace muchos afios en el valle del Cauca, es inmune al virus. La pre
inmunizacién, como medida de control de PRSV, ha sido investigada en varios paises, entre Taiwan, estados
Unidos (Hawai) y Brasil, con limitaciones en su aplicacion por la dificultad de asilar cepas o aislados suaves
del virus (Paez, 2003)

El mejoramiento genético representa la via mas duradera para controlar las enfermedades virales en el
papayo. En varios paises se han producido variedades tolerantes mediante cruces entre papayos (Lima et al.,
2002)

I OBJETIVOS
2.1 Objetivos Generales

Evaluar el comportamiento del material genético por procedencia y progenie del cultivo del papayo frente al
ataque de la virosis Papaya ringspot virus (PRSV) de las zonas infectadas

2.2 Objetivos especificos

- Seccionar individualmente plantas sanas de la poblacion infectada para reproducir el material colectado en
parcelas con presencia de virus
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- Colectar semillas de plantas de papayo tolerante o resistentes a la mancha anillada por procedencia y
progenie de zonas infectadas y estudiar su comportamiento.

- Evaluar plantas en el periodo vegetativo en base a una ficha de registro de la observacion teniendo como
criterios: aspectos relacionados a calidad y produccion de frutos, respuesta a plagas y enfermedades.

-Detectar y caracterizar plantas promisorias, para el inicio al pre-mejoramiento genético.

I11. METODOLOGIA

3.1 Disefio de técnicas de recoleccion de informacion

La investigacion es de tipo experimental, cuya ejecucion tendra tres etapas, con una duracion de tres afios:

- Recoleccion del material genético se hara en todas la zonas productoras y zonas infectadas en los
departamentos de Piura, Lambayeque, Amazonas, San Martin, Cajamarca, Arequipa, Cuzco,
Huanuco y Ucayali.

- Instalacion del material genético recolectado en los campos de la Universidad Nacional de Ucayali,
gue son areas infectadas

- Estudio comparativo del material seleccionado por su tolerancia o resistencia al virus PRSV

3.2 Poblacién y muestra

Para la primera etapa la poblacion en estudio de acuerdo a las zonas identificadas para la recoleccidn sera de
aproximadamente 100 muestras. Para la segunda y tercera etapa la muestra se determinara de acuerdo a la
seleccion realizada y otros criterios de premejoramiento.

V. RESULTADOS PRELIMINARES

4.1 Se concluyo la fase de recoleccion de germoplasma en los departamentos de Piura(12),
Cajamarca(8), Amazonas(5), San Martin(15), Loreto (Yurimaguas 4), Ucayali(20), Huanuco(12),
Junin(5), Arequipa(10), Cuzco(15) y Madre de Dios(12), con un total de 118 accesiones (Figura 1).

4.2 Se realizo la instalacion en vivero con 50 bolsitas almacigueras por muestra y tres semillas por bolsa
(figura 2).

Figura 1. Coleccion de papaya. a) Visita a jardines, b) Una accesion de papaya, luego de obtencion
de semillas,
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C d
Figura 2. Proceso de establecimiento de germoplasma de papaya. a)Almacigos, b) Germinacion, c)
Plantulas, d) Campo definitivo para plantacion.

4.3. Se ha observado alta variabilidad morfoldgica durante la exploracion, entre otras en forma, tamafio y
color de la papaya.

Figura 3. Variabilidad morfolégica. a) Diferentes formas de fruto, b) Tamafio de pinta y forma de fruto

Conclusiones

Existe una buena variabilidad morfoldgica y con posibilidad de plantas resistentes a la virosis. Este material
servira para los trabajos posteriores de caracterizacion morfoldgica, molecular, y fitopatoldgica.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS ECOTIPOS DE MACA

Fisher Huaraca M*. Raul Blas Sevillano® Leoncio Cusiche P.® Jimmy Echevarria V*. Susan Atanacio A" y Pilar Condor H”

Facultad de Ingenieria y Ciencias Humanas® Universidad Nacional del Centro del Pert, Universidad Agraria la Molina *Estudiante
de la Facultad de Ingenieria y Ciencias Humanas

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en la con el objetivo de conocer la biodiversidad del germoplasma de Maca (Lepidium ssp.). Se
colectaron 220 accesiones de Maca en la Provincia de Junin, respectivamente en la Meseta de Bombon, para ello se utilizaron con 17 caracteres
morfolégicos para su primer evaluacion, Se han definido 12 ecotipos segun el color de la piel y pulpa de los hipocotilos. También se ha registrado,
alta variabilidad en forma, tamafio y didmetro de los hipocotilos. Su nivel de poliploide son octaploides (2n=8x=64) todos las macas cultivadas. La
caracterizacion morfolégica de Lepidium para esté fenotipicamente relacionada en funcién a los colores y formas de cada uno de ellos aparentemente
la variabilidad no es muy alta.

INTRODUCCION

El género Lepidium de la familia Brassicacea esta constituido por aproximadamente 175 especies distribuidas en distintas partes del
mundo (Mummerhoff et al., 1995; Quiros et al., 1996), pero solo en el Pert existe la tnica especie cultivada conocida como “Maca”
(Lepidium meyenii Walp. o Lepidium peruvianum) que se cultiva por sus raices-hipocotilos suculentos, carnosos y dulces, en las
zonas mas frigidas y altas de la region central andina (Ledn, 1964) y posee propiedades nutracéuticas y anticancerigenas como el
benzyl glucosinolato y alilglucosinolato (Quirés et al., 2001).

Segun Brako y Zarucchi (1993), en el Per( existen 15 especies de Lepidium silvestres, pero es poco o casi nada lo que se ha
estudiado en cuanto a sus propiedades medicinales, nutracéuticas. El cultivo de Maca en la Meseta del Bombdn es exclusivamente
orgénico, prescindiendo del uso de agroquimicos. En los Gltimos afios se ha observado una baja significativa del rendimiento de
raices-hipocotilos frescos o secos, debido a la presencia de enfermedades, plagas de campo y almacén, factores climéaticos adversos
(sequia, heladas muy intensas), ciclo tardio prolongado y uso de antiguas variedades nativas (Ponce, 2010). Asi mismo, existe la
exigencia y demanda de parte de las empresas importadoras, de contar con un producto de alto contenido de glucosinolatos y otros
metabolitos primarios y secundarios (Johns, 1981; Clement, 2010). Por eso, es conveniente la obtencién de una variedad
genéticamente mejorada para solucionar este problema. Obviamente, se necesita explorar y conocer el germoplasma existente con
miras a la incorporacion de genes de especies silvestres a la Maca cultivada, en busqueda de la solucion a los problemas del cultivo.
Los objetivos fueron: colectar, evaluar, clasificar, agrupar y analizar el germoplasma silvestre y cultivado de Maca para su
mejoramiento genético.

MATERIAL Y METODOS

Materiales Genéticos. Se analizaron 220 accesiones de maca de la provincia de Junin y del departamento de cerro Pasco. Teniendo
en consideracion a la Meseta de Bombon.

Caracterizacion Morfologica. Caracterizacion morfolégica: Se usaron 17 descriptores fenotipicos de planta, raiz, semilla y otros
organos de la planta, de caracteristicas cualitativas o cuantitativas. Los datos morfoldgicos usando el paquete NTSYS, v2.1.
Adicionalmente, para identificar los ecotipos de la maca con marcadores moleculares.

RESULTADOS PRELIMINARES

Se han definido 12 ecotipos segun el color de la piel y pulpa de los hipocotilos. También se ha registrado,
alta variabilidad en forma, tamafio y diametro de los hipocotilos. Ademas se pudieron encontrar una
inflorescencia de un color blanco y amarillento de las diferentes tonalidades segn la maduracion, los tallos
también tienen colores muy distintos predominando més los amarillos y rosados donde ellos enmascaran a
los demas colores que se van expresando en funcién al medio ambiente, debemos rescatar que las plantulas
que se encuentran en el campo de semilla los tallos son muy gruesos y eso indica que las semillas seran muy
buenas en la produccion y son mas fértiles. El didmetro de las hojas rastreras son de 40 a 60 cm. el cual nos
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permite obtener mayor cantidad de semilla, dentro de ello se encuentran las semillas de un color muy
uniforme de 70 % y el resto es de un color muy diferente.

CONCLUSION PRELIMINAR

Los ecotipos de maca encontrados en la Meseta de Bombdn se agruparon de 12 hipocotilos en funcién a los
colores y formas de cada uno de ellos aparentemente la variabilidad no es muy alta. Con los que se evaluaran
con los marcadores moleculares, para ser agrupados a nivel molecular de AFLP.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE 9 ARBOLES “CACAO DE ORO DEL PERU”
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RESUMEN.- Con el objeto de genotipear y dilucidar el origen y estructura genética de 9 arboles “Cacaos de Oro del Perd” con marcadores SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), se realizé el estudio patrocinado por el Programa de Desarrollo Alternativo (USAID PERU/PDA). EI ADN fue
extraido por el método CTAB en Per( y el genotipaje usando ADN amplificado mediante PCR y soportado por el espectrémetro de masas usando 54
marcadores polimoérficos-SNP, fue realizado en el laboratorio del ARS/USDA. Los resultados sometidos al analisis multivariado por el método de
coordenadas principales permitieron ubicar los 9 arboles por su proximidad a grupos genéticos conocidos utilizando como referencia 80 genotipos de
cacao (71 peruanos silvestres del grupo Amazonas y 9 del grupo Trinitario). Asimismo, se llegé a inferir por su estructura genética, que todos ellos
son nativos de nuestra amazonia y que la mayoria (6 arboles) se han originado de poblaciones silvestres de los rios Santiago y Morona, y el resto (3
arboles), estan vinculados con el grupo de cacaos del Urubamba/ Ucayali/Madre de Dios.

Términos claves: Cacao, Caracterizacion molecular, Marcadores SNP, Origen y estructura genética.

ABSTRACT.- With the of genotyping and to dilutive the origin and genetic structure from 9 trees “Cacaos de Oro del Peru” with SNP markers
(Single Nucleotide Polymorphism), a study patronized by Alternative Development Program (USAID PERU/PDA) was carried out. The DNA was
extracted by CTAB method in Peru and the genotyping using DNA amplified by PCR and supported by mass spectrometer using 54 polymorphic
markers-SNP, was carried out in the ARS/USDA laboratory. The results submitted to multivariate analysis by principal coordinates method lead to
locate the 9 trees by their proximity to known genetic groups utilizing as reference 80 cocoa genotypes (71 Peruvian wilds from Amazon group and 9
from Trinitarian group). Likewise, was inferred by genetic structure that all them are native our amazon and the majority (6 trees) were originated
from wild populations of Santiago and Morona rivers, and the rest (3 trees), are linked with the cacaos group from Urubamba/Ucayali/Madre de Dios.

Keywords: Cocoa, Molecular characterization, SNP markers, Origin and genetic structure.

INTRODUCCION.

El cacao (Theobroma cacao L), es una especie neotropical originaria de los bosques himedos amazo6nicos cuyas
almendras constituyen el insumo bésico para la industria del chocolate y derivados, la industria cosmética y la industria
farmacéutica (Garcia, 2000). Las zonas cacaoteras de la amazonia y costa norte del Peru se caracterizan por producir y
conservar cultivares nativos y naturalizados de origen genético desconocido que estan siendo reemplazadas por
cultivares foraneos mas productivos pero de inferior calidad, provocando erosion genética y subutilizacion de estos
recursos fitogenéticos tan valiosos para mejorar la productividad, resistencia a enfermedades, calidad organoléptica y
tolerancia a estrés climaticos. La caracterizacion del germoplasma ya sea morfolégica, molecular, organoléptico y
fitoquimico; asi como, el uso de estrategias combinadas de conservacion ex situ e in situ (en fincas) de germoplasma de
cacao nativo, naturalizado y parientes silvestres, seran de mucha utilidad para enfrentar con éxito la adaptacion al
cambio climético. El estudio tuvo como objetivos de genotipear y dilucidar el origen y estructura genética de 9 arboles
“Cacaos de Oro del Peru” utilizando marcadores-SNP .

MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron 9 muestras (&rboles) de cacaos premiados: 1 de Tumbes, 4 de Piura, 2 de Amazonas y 2 de Ucayali. La
colecta y preparacion de las hojas se hizo segun el protocolo que se usa en el Laboratorio de Cultivos Perennes
Sostenibles del ARS/USDA/Beltsville, USA. EI ADN fue extraido por el método CTAB (Doyle & Doyle, 1990) en
Per(, y el genotipaje usando ADN amplificado mediante PCR y soportado por el espectrémetro de masas, usando 54
marcadores polimorficos-SNP, fue realizado en el ARS/USDA. El genotipeado a través de marcadores-SNPs soportado
por espectrometria de masas, fue analizado estadisticamente usando la técnica multivariada de Coordenadas Principales,
andlisis Bayesiano y analisis Cluster no jerarquico.

RESULTADOS Y DISCUSION.

En el diagrama de dispersion (Fig. 1), se visualizan 4 clusters segun su proximidad o similitud genética: (1) Trinitario,
(1) Ucayali/Urubamba/Madre de Dios, (l1I) Nanay e lquitos, y (IV) Morona/Santiago. Tres genotipos de cacao
peruano: CP08, CP010 y CP011, se ubican en el primer cuadrante cercano al cluster Ucayali/Urubamba/Madre de Dios,
donde se encuentran los clones SCA-6 y SCA-12 y otros genotipos. El genotipo CP010, por estar mas préximo al cuarto
cuadrante (cluster Trinitario), tendria cierto grado de parentesco o proximidad genética con los genotipos ICS, por lo
que se infiere que estarian compartiendo genes comunes por descendencia. Igualmente, el genotipo CP02, por su mayor
cercania al cluster Nanay/lquitos (genotipos IMC), también compartirian genes similares. Los genotipos: CP02, CP03,
CP04, CP05, CP06 y CP09 ubicados en el segundo cuadrante, estan mas proximos al cluster Morona/Santiago,
pudiéndose inferir que su origen seria las poblaciones silvestres localizadas en estas cuencas hidrograficas.
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Fig 1. Proximidad genética de 9 genotipos de “cacao oro Fig 2. Estructura genética de 9 genotipos de “cacao oro del
del Per” mediante la técnica de coordenadas del Perd” y de 80 cacaos (71 peruanos silvestres del
principales. grupo Amazonas (F.A.A) y 9 del grupo Trinitario.

Al analizar la identidad genética y procedencia geografica de los 9 arboles de cacao, basado en su estructura genética
(Fig. 2), se infiere que el genotipo CP02 de la region Tumbes, es un hibrido entre Morona/ Santiago x Trinitario; los
genotipos CP03, CP04, CP05 y CP06 de la regién Piura, son cacaos nativos de la cuenca del rio Morona/Santiago; los
genotipos CP08 y CP09 de la region Amazonas, son nativos de la cuenca del rio Urubamba/Ucayali, y de la cuenca del
rio Morona/Santiago, respectivamente; mientras que los genotipos CP010 y CP011 de la region Ucayali, son hibridos de
Nanay x Ucayali x Trinitario, y de Ucayali x Nanay x Madre de Dios, respectivamente. A pesar de las continuas
introducciones de germoplasma exdtico al Per(, el germoplasma del grupo genético Amazonas o Forastero del Alto
Amazonas (F.A.A), sigue siendo el principal componente del alto nivel de diversidad alélica intraespecifica que existe
en los campos del agricultor (Zhang et al, 2011).

Los aborigenes peruanos que domesticaron el cacao de forma incipiente sumada a la actividad antrdpica de los colonos
de la amazonia, diseminaron y seleccionaron las semillas que se adaptaron a nuevos nichos ecolégicos, incluso a
regiones muy lejanas de su lugar de origen (Garcia, 2013). Asimismo, se ha favorecido la introgresion (infiltracion) de
genes exoticos de cultivares Trinitario hacia cultivares Amazonicos (F.A.A) y consecuentemente, la recombinacion de
genes dentro de este grupo genético. Es necesario seguir apoyando la continuidad de esta iniciativa y otras cuyo
propdsito sea de rescatar, conservar y utilizar los valiosos recursos genéticos del cacao peruano para ser utilizados en
los programas de mejoramiento genético.
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Homenaje pdstumo

Continuamos en este segundo congreso de mejoramiento genético de plantas y biotecnologia agricola
reconociendo y valorando el legado de nuestros fitomejoradores, quienes empezaron el camino de las
colecciones, establecimiento de los bancos de germoplasma, implementacion de los programas de
mejoramiento y han dejado nuevas variedades para la humanidad. Agradecemos profundamente a los
fitomejoradores por el servicio tan noble al pais, promotores de toma de consciencia sobre el analisis, la
conservacion y el uso de los recursos genéticos. Al mismo tiempo, moldeadores de los genotipos para la
obtencion de nuevas variedades competitivas, de alto valor econdmico, que permiten responder a los retos de
mercados mas exigentes, al cambio climatico y otros factores limitantes de la produccién como las plagas y
enfermedades, entre ellos hoy nos toca recordar a nuestro querido fitomejorador y profesor Jorge Nakaodo
Este reconocimiento pdstumo, es un homenaje simbdlico que hacemos a los maestros, mejoradores genéticos
de plantas, por su trayectoria como investigadores, generadores de nuevas variedades y pioneros en la
formacidn de los fitomejoradores en el pais. Esperando que en los siguientes congresos de mejoramiento
genético de plantas y biotecnologia agricola se institucionalice el premio al fitomejorador en plena actividad
como parte de la valoracién y estima del profesional agricola, que finalmente redundara en la obtencion de
nuevos y mejores variedades para el pais.

Roxana Bardales Alvarez
Presidente comision organizadora
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Jorge Yasuhiro Nakahodo

1943 — 2009

El Ing. Jorge Yasuhiro Nakahodo, naci6 en la ciudad
de Lima el 02 de julio de 1943. Sus estudios de
secundaria lo realiz6 en el Colegio Melitén Carbajal
entre los afios 1956 y 1960. El afio 1970 ingreso a la
Universidad Nacional Agraria La Molina ocupando el
primer puesto de un total de 43 alumnos y culminaron
sus estudios en el afio 1975 como el primer alumno
de su promocion, con el promedio ponderado general
de 15.87 que no es muy frecuente en la UNALM.
Durante sus estudios aunque esta por demas decirlo fue
sobresaliente en todos los cursos, aunque se interes6 muy
fuertemente por la genética y estadistica. En 1978 se
gradu6 como Ingeniero Agrénomo con la tesis titulada
“Evaluacion de hibridos simples chocleros para
siembras de verano en la costa central”. El afio
1983 recibi6 el grado de Magister Scientiae en
Mejoramiento Genético de Plantas con la tesis
“Evaluacion de la habilidad combinatoria general

en dos compuestos de maiz (Zea mays L.)”.

El afio 1978 ingreso a la docencia como Profesor Contratado Clase B
“C” en el Departamento de Fitotecnia. Cuatro afios mas tarde (1982)
fue nombrado Profesor Auxiliar. El afio 1986 asciende a la Categoria
de Profesor Asociado y en 1992 a la categoria de Profesor Principal.
Durante 30 afios como docente de la UNALM se dedico a ensefiar
Maiz y Sorgo, Agrotecnia, Fitomejoramiento General y Fitogenética,
cursos de nivel de pre-grado. A nivel de post-grado nos dejo sus -
ensefianzas en los cursos de Disefios Experimentales, Analisis de
Experimentos  Genéticos, Mejoramiento Cuantitativo y de
Poblaciones, Experimentacion Agricola Avanzada | y Il, Estadistica
Experimental 11, Biometria y Planeamiento de Experimentos. Fue un
experto en estadistica siguiendo la tradicion dejada por profesores de
la talla de José Calzada Benza, Walter Fegan Escobar y Alfredo
Garcia Goycochea.

El Ing. Nakahodo fué Jefe de la Oficina Académica de Proyeccién
Social el afio 1989, Jefe del Departamento Académico de Fitotecnia en
el afio 1993, Coordinador de la Especialidad de Mejoramiento Genético
de Plantas y de la Especialidad de Produccion y Extension Agricola,
miembro activo del Programa Cooperativo de Investigacion en Maiz —
PCIM Coordinador del Proyecto de Mejoramiento de Maiz Tropical,
Jefe del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Maiz y
miembro de la Sociedad Peruana de Genética.

La fructifera vida del Ing. Nakahodo fue interrumpida en Junio del
2009, mientras tanto, el Ing. Jorge Nakahodo no solamente cosechd
maiz a lo largo de la extensa costa peruana sino también logré cosechar
lo mas importante que un hombre puede lograr “amigos” que lo hizo
ensefiando y acompafiado siempre de una tiza, una coca cola y un
cigarrillo. Por ello nuestro homenaje a este ilustre maestro (QEPD).
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