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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la variabilidad y la estructura genética de 180
accesiones de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) del Per( a través de la caracterizacion
morfolégica y molecular. Para la descripcion morfolégica se utilizaron descriptores
recomendados por Bioversity y para la descripcion molecular se utilizaron 5 primers
microsatétiltes. Los resultados morfoldgicos mostraron variacién morfo-fenoldgica entre las
accesiones provenientes del Altiplano y Valle Interandino. Se hizo un analisis de
Componentes Principales (PCA), donde el primer componente (CP1) explico la mayor parte
de la variacion (53.2 por ciento) y ordend accesiones segun un gradiente de tamafio de planta
y rendimiento. EI CP2 explicd 16.2 por ciento de la variacion y separd accesiones precoces
de tardias. Por un lado el analisis de conglomerados resultd en tres, consistente con la
distribucion de las accesiones en los ejes 1y 2 en el PCA, con diferente caracteristica morfo-
fenoldgica. Por otro lado, los resultados moleculares revelaron que todos los loci SSR
analizados fueron altamente polimérficos detectando un total de 20 alelos entre todas las
accesiones con un promedio de 2 alelos por locus. La variabilidad genética muestra un rango
de heterocigosidad entre 0.64 a 0.94 para todos los loci y todas las accesiones fueron
polimérficas. El analisis de Coordenadas Principales también mostr6 un patrén de
agrupamiento consistente con la distribucion de las accesiones en el PCA y agrupo
accesiones de Valle Interandino y Altiplano. Los analisis de AMOVA de mostraron baja
estructura genética entre las poblaciones (Fst=0.08). El germoplasma caracterizado presentd
leve estructura genética. A pesar de ello las accesiones se ordenaron en dos grupos Altiplano

y Valle Interandino.

Palabras clave: Recursos genéticos, descriptores quinua, estructura genética, analisis

multivariados



SUMARY

The objective of this research was to evaluate the variability and genetic structure of 180
accessions of Peruvian quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) from INIA gene banks, through
morphological and molecular characterization. On one hand, a selection of quinoa
descriptors from the Bioversity International list was applied and on the other hand, five
molecular microsatellite primers were used for the molecular description. The data were
analyzed using descriptive and multivariate techniques. The morphological results showed
morpho-phenological variation among the accessions coming from Altiplano and Valley
Interandino. A principal component analysis (PCA) was done, where the first component
(CP1) explained (53.2 percernt) of variation and ordered accessions according to a gradient
of plant size and yield. The CP2 explained 16.2 percent of the variation and separated
precocious and belated accessions. Moreover, a cluster analysis showed a grouping pattern
(three groups), consistent with the distribution of accessions axes one and two in the PCA,
with different morpho-phenological characteristics. The molecular results revealed that all
SSR loci analyzed were highly polymorphic detecting a total of 20 alleles among all
accessions with an average of two alleles per locus. Genetic variability showed a range of
heterozygosity between 0.64 and 0.94 for all loci and all accessions were polymorphic. The
Principal Coordinates analysis also showed a clustering pattern consistent with the
distribution of accessions in the PCA and grouped accessions of Valley Interandino and
Altiplano. The AMOVA analyzes showed low genetic structure among populations
(Fst=0.08). The characterized germplasm presented slight genetic structure. In spite of this,

the accessions were ordered in two groups Altiplano and Valle Interandino.

Key words: Genetic resources, quinoa descriptors, genetic structure, multivariate analysis.



l. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) fue desde épocas precolombinas un componente
central de la base alimenticia de las culturas andinas (Bioversity Internacional et al., 2013)
junto a maiz, papa y otras especies tuberosas (Gomez y Eguiluz, 2012). Posee caracteristicas
sobresalientes como: amplia variabilidad genética cuyo acervo es estratégico para desarrollar
variedades superiores, capacidad de adaptacion a condiciones adversas, ventaja nutricional
debida a la composicidn de aminoécidos esenciales y diversidad de usos (Tapia et al., 1979;
Bioversity Internacional et al., 2013). Eso generd interées, nacional como internacional, en
conocer, investigar, producir y consumir quinua, ademas de intensificar en forma sostenible
la produccidn para asegurar soberania alimenticia (Ruales y Nair, 1992; Vidal et al., 2013,

Bioversity Internacional et al., 2013).

La distribucion geogréfica del cultivo en America del Sur se extiende desde los 5° Lat. N
hasta los 43° Lat. S (Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, Argentina y Chile) y su distribucion
altitudinal varia desde el nivel del mar hasta los 4000 m (Vidal et al., 2013). Tapia (1996)
en funcidén de las caracteristicas agroecoldgicas de los Andes clasifica las quinuas en: del
Altiplano que comparten Perd, Bolivia y Argentina, de Valles Interandinos, de Costa en el
centro sur de Chile, de los Salares en el Altiplano sur de Bolivia y las de Selva y Yungas
(Gomez y Equiluz, 2012; Vidal et al., 2013).

En Peru la quinua se cultiva en diferentes zonas agroecolégicas donde la regién de Puno
concentra el 55 por ciento de la superficie cultivada y en menor proporcion la region de
Cusco (5 por ciento). Las estadisticas del Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI)
(2017) registraron 61667ha cultivadas y una produccion total de 93823tn con un rendimiento
promedio de ~1800kg/ha (rango 1120 y 3600 kg/ha). La produccién a gran escala provoca
que la diversidad genética se erosione por la pérdida de variedades locales, manifestacion de
problemas sanitarios y de manejo (Jacobsen, 2003; Gomez y Eguiluz, 2012; Tapia, 2012;
Vidal et al., 2013).



La caracterizacion y evaluacion de accesiones consisten en describir las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas para discriminar entre ellas, determinar su utilidad, formar
colecciones ndcleo, identificar duplicados en colecciones, asi como también para
intercambiar datos y promover su utilizacion en programas de mejoramiento (Rojas et al.,
2014). Los bancos de germoplasma mantienen la variabilidad genética entendiendo por esta
como toda variacion (medible) producto de la diferenciacion entre poblaciones de una misma
especie. Dichos bancos conservan ex situ genes de interés y asi evitar su pérdida. De esta
forma los recursos genéticos conservados se encuentran disponibles para ser utilizados en
programas de mejora. A nivel mundial existen 16422 accesiones de quinua y sus parientes
silvestres que se conservan en 59 bancos de semillas de 30 paises. Los bancos de semilla de
la region Andina conservan mas del 88 por ciento de la variabilidad genética del cultivo
(Rojas et al., 2014).

El conocimiento de la variabilidad genética juega un papel esencial en su mejora y existen
diferentes formas para su evaluacion. Durante afios se utiliz6 como descriptores a los rasgos
morfoldgicos para cuantificar la variabilidad genética de la especie. La principal limitacion
es que el ambiente puede afectar la expresion del fenotipo. Pese a ello es importante
considerarlos para poder ver el comportamiento en campo de la variabilidad. En los Gltimos
afos, los marcadores de ADN se han convertido en una herramienta complementaria
importante para estudios de diversidad y mejoramiento genético de plantas capaz de acelerar
el alcance de los objetivos de mejora (Becerra y Paredes, 2000; Jiménez, 2006; Fuentes et
al., 2009b). Las técnicas moleculares permiten la evaluacion de la variabilidad genética

directamente a nivel de ADN por lo que el ambiente no afecta su expresion (Jiménez, 2006).

Desde siempre, las diferentes especies vegetales han estado sometidas a una activa
interaccion con el ambiente, lo cual ha generado un gran numero de genotipos adaptados a
diferentes condiciones locales, ampliando la diversidad genética. Sin embargo, el
conocimiento de la organizacion genética y la relacion existente entre el material disponible
es escaso, lo que restringe su utilizacion en fitomejoramiento. Incluso dentro de estos
genotipos considerados diferentes resultan ser duplicaciones del mismo material, lo cual
conlleva a una sobreestimacion de la diversidad existente. Los recursos genéticos
representan la fuente biol6gica para desarrollar cultivos méas productivos, resistentes a

factores bioticos y abioticos y de mejor calidad.



El objetivo fundamental de este trabajo ha sido evaluar y determinar la variabilidad y la
estructura genética de una coleccion de quinuas del Peru, procedentes del banco de
germoplasma del Instituto Nacional de Innovacion Agricola (INIA), a través de la

caracterizacion morfoldgica y molecular.

Ello ha implicado los siguientes objetivos especificos:

e Caracterizar mediante descriptores morfo-fenoldgicos y marcadores moleculares

microsatélites (SSR) las accesiones de quinua.

e Determinar la existencia de estructura genética en la poblacion en estudio.

e Evaluar larelacién entre la variacion genética y morfo-fenologica para las accesiones
evaluadas.

e Definir alelos exclusivos y marcadores microsatélites mas polimdrficos que permitan

identificar accesiones de quinua.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas generales de la quinua

Los cultivos andinos, que antiguamente formaron parte de la dieta alimenticia de los pueblos
prehispanicos en las tierras altas de los Andes desde Colombia hasta Argentina y Chile, se
consideran actualmente alimentos de muy buena calidad. Entre los granos andinos
encontramos quinua (Chenopodium quinoa Willd.), cafiihua (Chenopodium pallidicaule
Aellen.), kiwicha (Amaranthus caudatus L.) y tarwi (Lupinus mutabilis Sweet.) con
caracteristicas nutritivas esencial en la seguridad y soberania alimenticia para cubrir las
necesidades basicas de la poblacion nacional y mundial (Jacobsen et al., 2003; Mujica y
Jacobsen, 2006; Rojas y Pinto, 2013; Tapia, 2014).

La importancia de la quinua reside en su calidad como alimento, la utilizacion completa de
la planta y su amplia adaptacion a condiciones agroecoldgicas. Es considerada el alimento
méas completo por presentar un balance ideal de aminoacidos esenciales, rico en lisina y
arginina (5.6 y 8.1mg de aminoacido/16g de nitrégeno, respectivamente), acidos grasos
insaturados en forma equilibrada (24.5 por ciento de &cido oleico, 50.2 por ciento de &cido
linoleico y 5.4 por ciento de &cido linolénico), vitaminas y minerales como calcio y hierro
(Repo-Carrasco et al., 2003; Nolasco et al., 2013). Por ello es demandada Gltimamente por
Alemania, Dinamarca, Francia, Japén, Gran Bretafia y USA (Mujica y Jacobsen, 2006). Su
uso fue comun en las regiones andinas hasta el inicio del siglo pasado, cuando los paises de
la zona andina iniciaron la importacion masiva de trigo (Tapia, 2014).

Dada su naturaleza hal6fila, la quinua es ideal para suelos agricolas cada vez mas salinizados
de todo el mundo. También se la considera un cultivo ristico ya que muestra tolerancia a
otros factores ambientales adversos como heladas y sequia (Mujica et al., 2010; Biondi et
al., 2014). Por esta razon, muestra potencial como cultivo alternativo frente a la disminucién

en la calidad del agua y suelo utilizados actualmente en agricultura.



2.2. Origen y evolucion del cultivo

Existen importantes hallazgos arqueoldgicos que muestran que los granos andinos eran
antiguamente consumidos de manera abundante (Tapia, 2014). La utilizacion se puede situar
al menos 2000 a 3000 afios por presencia de restos de semillas e inflorescencias en sitios
arqueologicos del norte de Chile y Peru. En la provincia de Ayacucho (Peru) se han hecho
hallazgos que indicarian que la domesticacion ocurrié hace 7000 afios A.C. También se han
encontrado referencias al uso de la quinua en Bolivia y varios lugares del norte de Perd en
asociacion al cultivo del maiz (Zea mais L.) (Tapia, 2014). Ademas, se le encuentra
representada en la cerdmica de la cultura Tiahuanaco mostrando diversas partes de la planta
(Tapia y Fries, 2007; Mujica et al., 2010). En Argentina, se mencionan esos cultivos en los
Valles Calchaquies y en cercanias de la provincia de Cérdoba (Tapia, 2014).

El origen de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) ain no esta claro. Algunos autores la
consideran originaria de México o Estados Unidos y otros la consideran una evolucién
independiente de las especies del norte. Sin embargo, la mayor variabilidad y diversidad
genética se encuentra en la region andina, en especial a los alrededores del Lago Titicaca,
por lo cual es mayoritariamente aceptado como centro de diversidad (Valdivia et al., 1997;

Tapia y Fries, 2007; Mujica et al., 2010; Bioversity International et al., 2013).

Wilson (1990 citado por Tapia, 2014) propone a Chenopodium hircimun como uno de los
progenitores de las quinuas actuales a partir de la cual evolucion6 y se domestic6. Por su
parte, Mujica y Jacobsen (2006) mencionan en su trabajo que existen al menos 4 especies
del genero Chenopodium afines a la quinua, ampliamente distribuidas en la regién sur de los
Andes como parientes y progenitores desde donde evolucionaron y domesticaron las actuales
(Chenopodium carnosolum, Ch. hircinum, Ch. incisum. Ch. petiolare). La domesticacion
surgid probablemente en la cuenca interior del lago Titicaca (3500msnm) y experimento una
seleccidn prolongada en un ambiente extremadamente adverso con respecto al estrés abiotico
(exceptuado el calor), pero bastante leve en términos de estrés biotico. Pero con el tiempo,
el cultivo se expandié a través de los Valles Andinos diversificando el proceso en cinco
ecotipos principales: Altiplano, Salar, Valle, Costa, y Yunga (Tapia, 1996; Jellen et al.,
2014) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de los ecotipos de quinua en los sub-centros de diversidad: A. Valles
Interandinos, B. Altiplano, C. Yungas, D. Salares, y E. Costa © Francisco Fuentes Carmona.

2.3. Caracteristicas botanicas y morfoldgicas

La especie pertenece a la familia de las Amarantaceas, sub-familia Chenopodioideae. Es una
planta dicotiledonea, anual y herbacea. Ch. quinoa es una especie alotetraploide (2n=4x=36)
que exhibe una herencia disomica para la mayoria de los marcadores genéticos, tanto
morfolégicos como moleculares (Bonifacio, 1990; Ward, 2000; Maughan et al., 2004; Costa,
2014). Su sistema reproductivo es principalmente autégamo (95 por ciento) (Risi y Galley
1984). Su crecimiento es erecto alcanzando alturas variables dependiendo del genotipo,
condiciones ambientales donde crece y fertilidad de los suelos. El periodo vegetativo es muy
variable, desde los 90 hasta los 240 dias. La coloracion que pueden adquirir las plantas varian
desde el verde hasta el rojo, pasando por el purpura oscuro, amarillento, anaranjado y granate
segun los genotipos y etapas fenoldgicas (Mujica y Cahahua, 1989). Presenta un sistema
radicular pivotante, muy ramificado y fibroso. Tiene un tallo erecto, cilindrico hacia el cuello
de la planta y anguloso a partir de las ramificaciones. Es de color verde, rojo o amarillo con
0 sin estrias que junto al tallo pueden ser coloreadas. La planta puede presentar un solo tallo

0 poseer varias ramificaciones.



Las hojas son alternas, de longitud y forma variable dentro de la misma planta, la lamina es
polimorfa (Tapia et al., 1979) y la morfometria es variable segun el genotipo. Las laminas
son de consistencia algo suculenta y presentan en ambas superficies cristales de oxalato de
calcio de colores variables que cumplen funcion de captacion de humedad y disminucion del

exceso de radiacion directa incidente (Tapia y Fries, 2007).

La inflorescencia es una panoja de longitud variable con un eje principal del cual se originan
ejes secundarios y terciarios (Risi y Galwey, 1984). Pueden ser laxas o compactas. Se
describen dos tipos de inflorescencia: amarantiforme y glomerulada, dependiendo de la
insercion del glomérulo (Figura 2). Las flores estan agrupadas en glomérulos, son
incompletas por carecer de peétalos. EI glomérulo puede presentar flores perfectas y
pistiladas. La flor perfecta presenta un perigonio sepaloide, anteras y un ovario superior del
cual emergen dos o tres estigmas (Hunziker, 1943 citado por Costa, 2014). En general las
flores perfectas estan ubicadas en el extremo distal del glomérulo sobresaliendo sobre las

pistiladas, ubicadas en el extremo proximal (Gandarillas, 1979).

Figura 2. Tipos de panojas de Ch. quinoa. lzquierda tipo glomerular, derecha tipo amarantiforme.
© M. J. Allende.

El fruto es un aquenio que presenta una Unica semilla, tiene forma elipsoidal o redonda de
colores diferentes dado por el perigonio que lo recubre y que se desprende facilmente cuando

esta seco. El pericarpio del fruto esta adherido a la semilla pudiendo algunas veces separarse



facilmente y es donde estd presente la saponina, un factor anti-nutritivo que le transfiere
sabor amargo y es muy dependiente del genotipo. La semilla esta envuelta por el episperma
en forma de una delgada membrana. El embridn es periférico y curvado por lo que es muy
susceptible al dafio mecanico (Tapia y Fries, 2007). Estad formado por un eje hipocotile-
radicula y los cotiledones, que envuelven al perisperma como un anillo. El perisperma, tejido
de reserva, es almidonoso, generalmente de color blanco y constituye la mayor parte de la
semilla (Figura 3). Los diferentes colores del perigonio, pericarpio y episperma dan a la
inflorescencia de quinua esa gran variabilidad de colores (Gandarillas, 1979) (Figura 4).

Figura 3. Seccion media longitudinal del grano de Ch. quinoa. Se observa el pericarpio (PE) que
cubre la semilla, el embrién consiste en un eje hipocotile-radicula (H) y dos cotiledones (C). El
endosperma (EN) esta presente en la regién micropilar. F, funiculo; P, perisperma; PE, pericarpio;
R, radicula; SA, brote apical. Barra 500 um (Prego et al., 1998 citado por Costa, 2014).

Figura 4. Variabilidad de colores en inflorescencia de Ch. quinoa proporcionado por diferentes

colores del perigonio, pericarpio y episperma. © M. J. Allende.



2.4. Requerimientos edafo-climaticos del cultivo
En forma general los requerimientos del cultivo de quinua (Tapia, 2000; Tapiay Fries, 2007,
Canahua et al., 2010; Mujica et al., 2010) son:

Referente al suelo la quinua se desarrolla mejor en suelo franco, semi profundo, con buen
drenaje y alto contenido de materia organica y un contenido medio de nutrientes, puesto que
la planta es exigente en nitrogeno y calcio, moderadamente en fosforo y poco de potasio.
También se adapta a suelos franco arenosos, arenosos o franco arcillosos, siempre y cuando
se le dote de nutrientes y no exista la posibilidad de encharcamiento, puesto que es muy
susceptible al exceso de humedad sobre todo en los primeros estados. Prefiere suelos de pH
neutro o alcalino, pero se ha observado que produce bien en suelos con rango de pH de 4.5
ag.

El cultivo se produce aceptablemente con precipitaciones minimas de 200-250mm anuales,
dependiendo del genotipo y del manejo adecuado a dichas condiciones de déficit de
humedad. Sin embargo, se ha encontrado que la humedad del suelo a capacidad de campo
constituye exceso de agua para el normal crecimiento. Alta humedad relativa no afecta el
cultivo, solo requiere tener precaucion por la proliferaciéon de mildid (Peronospora
variabilis) y otro tipo de enfermedades fungicas (Tapia y Fries, 2007; Canahua et al., 2010;
Mujica et al., 2010). La temperatura media adecuada para el mejor desarrollo del cultivo esta
alrededor de 15-20°C, sin embargo se ha observado que con temperaturas medias de 10°C
se desarrolla perfectamente. Lo mismo ocurre con temperaturas medias y altas de hasta 25°C,
prosperando adecuadamente. Se ha determinado que esta especie posee mecanismos de
escape Y tolerancia a bajas temperaturas, pudiendo soportar hasta -8°C, en determinadas
etapas fenologicas, siendo la mas tolerante ramificacion y las mas susceptibles floracién y
Ilenado de grano (Tapia 2000; Tapiay Fries, 2007; Canahua et al., 2010; Mujica etal., 2010).

La quinua, por ser una planta muy plastica y tener amplia variabilidad genética, se adapta a
diferentes climas. Desde el desértico, caluroso y seco de la costa hasta el frio y seco de las
grandes altiplanicies, pasando por los Valles Interandinos templados y lluviosos, llegando
hasta las cabeceras de ceja de selva con mayor humedad relativa y a la Puna y zonas
cordilleranas de grandes altitudes (Tabla 1). Por ello es necesario conocer que genotipos son
adecuados para cada una de las condiciones climaticas (Tapia 2000; Tapia y Fries, 2007;
Canahua et al., 2010; Mujica et al., 2010).



guinoa segun la zona agroecoldgica (Tapia, 1996).

Tabla 1. Condiciones climaticas (humedad y temperatura) disponible para la produccién de Ch.

Grupo Precipitaciones | Temperatura minima
agroecoldgico (mm) (°C)
Valle Interandino 700-1500 3
Altiplano 400-800 0
De los salares 250-400 -1
De Costa 0-250 5
Selva o0 Yungas 800-1500 11

La quinua tolera radiaciones extremas de las zonas altas de los Andes, lo que permite
compensar las horas de calor necesarias para cumplir con su periodo vegetativo y productivo.
En la zona de mayor produccion de Pert (Puno), el promedio anual de radiacién global (RG)
que recibe la superficie del suelo, asciende a 462cal/cm?/dia, y en la costa (Arequipa),
alcanza a 510cal/cm?/dia. Mientras que en el altiplano central de Bolivia (Oruro) la radiacion
alcanza a 489cal/cm?/dia y en La Paz 433cal/cm?/dia. Sin embargo el promedio de radiacion
neta (RN) recibida por la superficie del suelo o de la vegetacion, llamada también radiacion
resultante, alcanza en Puno a 176cal/cm?/dia y en Arequipa a 175cal/cm?/dia (Tapia y Fries,
2007; Canahua et al., 2010; Mujica et al., 2010).

Por su amplia variabilidad genética y gran plasticidad se encuentran genotipos de dias cortos,
de dias largos e incluso indiferentes al fotoperiodo, adaptdndose facilmente a estas
condiciones de luminosidad. El cultivo prospera adecuadamente con tan solo 12 horas diarias
en el hemisferio sur sobre todo en los Andes de Sud América, mientras que en el hemisferio
norte y zonas australes prospera en forma adecuada con dias de hasta 14 horas de luz. La
quinua crece y se adapta desde el nivel del mar hasta cerca de los 4000msnm. Quinuas
sembradas al nivel del mar disminuyen su periodo vegetativo, comparados a la zona andina
(Tapiay Fries, 2007; Canahua et al., 2010; Mujica et al., 2010).

2.5. Diversidad y variabilidad genética
Por diversidad genética se entiende la variacion entre poblaciones de una especie mas la
variacion dentro de las poblaciones que la integran. Es decir, esta constituida por todas las

variaciones genéticas (medible) producto de la diferencia entre poblaciones pero sin



confundir con variabilidad genética que es caracteristica de poblaciones dentro de una
especie (Frankham et al., 2002; Sevilla y Holle, 2004) por lo tanto es un componente de la

diversidad genética.

Tanto en quinua como en otras especies, el mantenimiento de una amplia variabilidad y
diversidad genética tiene un alto impacto sobre el rendimiento y la estabilidad del
comportamiento para determinar lineas promisorias con atributos de interés. Por ello, la
preservacion de la diversidad genética de quinua a través de estrategias de conservacion in
situ y ex situ, permite implementar programas de mejoramiento genético (Fuentes et al.,
2009a). Ademas, la amplia variabilidad genética ofrece la oportunidad de incorporar genes
que no se encuentran en el germoplasma cultivado o que se hallan en frecuencias bajas. Los
agricultores de los Andes mantienen mezclas de diversas variedades en cultivo como una
sabia estrategia de defensa contra los patdgenos y/o insectos que no podran atacar con igual
intensidad los diversos genotipos (Via, 2015). Por tanto, el entendimiento de la diversidad
genética de una especie cultivada permitird manejarla, protegerla y utilizarla de manera

Optima.

Por otra parte, es de vital importancia considerar el uso de la biotecnologia como una
herramienta capaz de acelerar el alcance de objetivos en los programas de mejoramiento
mediante el estudio de ADN y otras técnicas. Estudios que pueden ir desde la determinacion
del nivel de diversidad en un proceso de seleccidn, hasta el estudio de genes especificos que
controlan importantes caracteristicas, tales como la resistencia a enfermedades, control
genético de la produccion de saponinas en el grano, o la comprensidn de caracteristicas mas

complejas como la tolerancia a sequia y/o salinidad (Fuentes et al., 2009a).

2.5.1. Cuantificacién de la diversidad genética
Para la estimacion o cuantificacion de la diversidad genética los estudios se basan
principalmente en frecuencias alélicas o frecuencias genotipicas. A partir de las frecuencias
con que aparecen cada una de las variantes (alelos) se calculan diversos parametros que nos
dan la medida de la diversidad. Los estimadores mas utilizados son: riqueza alélica,

diversidad alélica, porcentaje de loci polimorficos, heterocigosidad esperada.
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e Riqueza alélica: se define como el nimero total de alelos distintos, que pueden
pertenecer a diferentes locus, de una muestra poblacional. Este estimador esta influenciado
por la cantidad de individuos en la muestra ya que por lo general a mayor cantidad de

individuos mayor riqueza alélica.

e Diversidad alélica: es una medida de variabilidad apropiada para poblaciones
endocriadas o con alto grado de autogamia donde hay muy pocos individuos heterocigotas
pero muchos tipos diferentes de alelos que se encuentran en homocigosis. La diversidad
genética para multiples loci es funcion de la heterocigosis y se calcula a partir de la suma de
cuadrados de frecuencias alélicas (Balzarini et al., 2010). La frecuencia alélica es
considerada un indicador fundamental en estudios evolutivos, porque un cambio genético en
una poblacion es usualmente descripto por un cambio en la frecuencias de sus alelos (Nei y
Kumar, 2000).

e Porcentaje de loci polimérficos: un locus se considera polimorfico si se observan
variaciones en la poblacién para ese locus y si la frecuencia del alelo mas comun no supera
0.99 o0 0.95 (Aranguren-Méndez et al., 2005; Balzarini et al., 2010). Se consideran alelo
raros en una poblacién aquellos que presenten una frecuencia bastante baja (<0,005). La
proporcion de loci polimorfico se calcula como el nimero de loci polimérfico sobre el
namero total de loci. Cuando existen mdltiples loci y cada locus se clasifica como

polimérfico o no, es posible calcular el porcentaje de loci polimdrfico (Balzarini et al., 2010).

e Heterocigosidad: la heterocigosis de un locus estima la probabilidad de que un
individuo sea heterocigota para ese locus en la poblacion. La heterocigosidad puede ser
estimada de dos maneras: (1) por conteo directo, como la proporcién de individuos
muestreados que son heterocigotas (Ho) y (2) realizando una estimacion insesgada basado
en el valor esperado condicional de la frecuencias alélicas denominada heterocigosis
esperada o insesgada de Nei (He) (Balzarini et al., 2010). Nei (1978) la definid como la
probabilidad que dos alelos escogidos al azar en una poblacion sean diferentes o dicho de
otra forma, es la probabilidad de que en un locus Unico cualquier par de alelos escogidos al
azar de la poblacion sean diferentes entre si. Es importante remarcar que la heterocigosis
sera mayor cuando hay mas alelos y/o cuando la distribucién de las frecuencias alélicas sea

menos uniforme. La endocria podria reducir la heterocigosis (Balzarini et al., 2010). Ott
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(1992) considera a un locus como un marcador polimérfico cuando su heterocigosis es > 0.1

y como altamente polimoérfico cuando su heterocigosis es > 0.7.

e Indice de Contenido Polimoérfico (PIC): es una medida relativa de la informatividad
de un marcador genético que depende del nimero de alelos para ese marcador y de sus
frecuencias relativas en la poblacion. El PIC al igual que la heterocigosidad oscila entre 0 y
1. Un valor de PIC alto indica mayor contenido de informacion de ligamiento. Cuando el
namero de alelos es grande, el contenido de PIC se aproxima a la heterocigosis, pero si todos
los alelos tienen la misma frecuencia el PIC es menor que la heterocigosis (Balzarini, et al.,
2010).

2.7. Marcadores genéticos en estudios de diversidad

El conocimiento de la diversidad genética en los cultivos juega un papel esencial en su
mejora y existen diferentes formas para su evaluacién. Durante afios se utiliz6 como
descriptores a los rasgos morfolédgicos para cuantificar la variabilidad genética de la especie.
Ello constituye una herramienta utilizada en la seleccion de genotipos por los mejoradores
en los programas. Si bien muestran ciertas limitaciones en la evaluacién de la diversidad
debido a su numero, a que pueden ser modificados por factores ambientales y estar
controlados por genes con efectos pleiotropicos o epistaticos (Jiménez, 2006); pese a ello es

importante considerarlos para poder ver el comportamiento en campo de la diversidad.

En los dltimos afos, los marcadores de ADN se han convertido en una herramienta
complementaria importante para estudios de diversidad y mejoramiento genético de plantas
capaz de acelerar el alcance de los objetivos de mejora (Becerra y Paredes, 2000; Jiménez,
2006; Fuentes et al., 2009a). Las técnicas moleculares permiten la evaluacion de la
variabilidad genética directamente a nivel de ADN por lo que el ambiente no afecta su
expresion, no tienen efecto perjudicial sobre el fenotipo, son numerosos y pueden detectar

variacion alélica sin limites entre los genomas (Jiménez, 2006).

Los marcador de ADN se definen como cualquier segmento especifico cuya secuencia de
bases es diferente (polimoérfico) en diferentes organismos y por lo tanto es de diagndstico
para cada uno de ellos (Kahl, 2001 citado por Jimeénez, 2006). Han demostrado ser eficientes
en la estimacion de la distancia genética entre las poblaciones naturales y/o cultivares
(Weising et al., 2005 citados por Jiménez, 2006).
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Se han propuesto varios sistemas de marcadores moleculares para la evaluacion de la
diversidad genética y los estudios filogenéticos. Los primeros marcadores se basaron en la
digestion del ADN con enzimas de restriccion y deteccion de polimorfismo por hibridacion.
Los marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) encontraron
aplicaciones en genética vegetal, sobre todo en la construccion de mapas genéticos, pero su
uso era técnicamente exigente y llevaba mucho tiempo y trabajo (Jiménez, 2006). Sin
embargo, después del desarrollo de las técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) se
crearon nuevos tipos de marcadores y su aplicacion se ha extendido rapidamente a nuevos
campos de la investigacion béasica y aplicada. RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), SSR (Simple sequence Repeats) y AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

Los microsatélites (SSR) fueron descritos por primera vez por el equipo de trabajo de Hamad
en 1982 (citado por Blas, 2010) como secuencias cortas de ADN constituidas por motivos
de 1 a 6 nucledtidos repetidos en tdndem. Esta clase de secuencias simples de ADN se
encuentran de forma abundante y uniforme en los genomas de la mayoria de organismos
eucariotas. No se transcriben a ARN vy, entre la amplia variedad de funciones que se les
atribuye se incluyen la regulacién genética y la de actuar como sefiales para la conversion
genética y la recombinacion. EI nimero de repeticiones es variable y, en general, el grado
de polimorfismo aumenta con la longitud total del microsatélite, que no suele superar las
0.1Kb. EI disefio de iniciadores especificos para las secuencias Unicas que flanquean el
motivo repetido, frecuentemente mas conservadas, permite la amplificacion por PCR de la
region repetitiva y la visualizacion de todos los alelos posibles para un locus microsatélite,
debido a la frecuente variacion en el nimero de repeticiones del motivo (Blas, 2010) (Figura
5).

Primer 1

e

ACCTGATATCTGGTA

T GGACTATAGACC AT —ACACACACACACAC AT U TGTGATGLGTUTAC

Microsatélite

CACCTGATATCTGGTA —TGTETGTETETETETG—COACACTACCAGATG

GCTGTGATGG ¢y
Primer 2

Figura 5. Microsatélites, ejemplo de un di-nucleétido A-C(n) (Aranguren-Méndez et al., 2005).



Los SSRs son marcadores codominantes y altamente reproducibles. Generalmente detectan
un solo locus. De modo que los individuos heterocigotos muestran patrones simples de dos
bandas cada una de ellas heredada por uno de sus progenitores, mientras que los individuos
homocigotos mostraran solo una banda (Blas, 2010). Son ideales para identificacion varietal

aunque su desventaja es que es muy elevado su costo de construccion (Cubero, 2003).

2.8. Marcadores moleculares. Antecedentes en el cultivo de quinua
Los nuevos avances en el fitomejoramiento utilizan las herramientas de la genética
molecular para acelerar la seleccion de nuevos genotipos aumentando la eficiencia de ésta

mientras se reduce el tiempo de desarrollo de variedades.

El primer paso hacia el avance de marcadores moleculares para quinua fue el desarrollo de
un mapa de ligamiento genético por Maughan et al. (2004). Este mapa, cubre un estimado
del 60 por ciento del genoma, se basé principalmente en los polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP). La seleccion de la poblacién de mapeo se establecié en un
andlisis de similitud preliminar. Se seleccionaron dos parentales con un coeficiente de
similitud bajo (0.31) y bien distanciados geograficamente, uno pertenecia al bajo chileno y
el otro al altiplano peruano. ElI mapa genético se basa en 80 individuos F2 del cruzamiento
de los parentales elegidos y se compone de 230 polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), 19 repeticiones de secuencias simples (SSR) y seis marcadores de
ADN polimorfico amplificado al azar (Maughan et al., 2004). Los autores no observaron
agrupamiento de los marcadores AFLP, pero si registraron el lugar y secuencias de 19
marcadores SSR considerando a estos como herramienta valiosa para futuras investigaciones
del genoma de la quinua. Este trabajo fue el punto de partida inicial para estudios genéticos
en la identificacion de caracteristicas de importancia agronémica como: contenido de

saponina del grano, rendimiento y resistencia a factores bidticos y abidticos.

El siguiente paso en el desarrollo de marcadores de quinua fue la caracterizacion de 400
marcadores microsatélites (SSRs) reportado por Mason et al. (2005) y Jarvis et al. (2008).
En su trabajo, Mason et al. (2005) evaluaron 397 loci microsatélites utilizando un panel de
diversas accesiones de quinua y un pariente silvestre Ch. berlandieri Mog. El 52 por ciento
de los marcadores microsatélites (208) fueron polimorficos entre las accesiones de quinua y
un adicional de 25 de los marcadores evaluados (seis por ciento) fueron polimorficos cuando

el pariente silvestre fue incluido en el analisis. EI nimero de alelos observados varié de 2 a
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13, con un promedio de cuatro alelos detectados por locus. Los valores de heterocigosidad
variaron de 0.20 a 0.90 con un valor medio de 0.57. Sesenta y siete marcadores (32 por
ciento) fueron altamente polimorficos (H > 0.70). Por su parte Jarvis et al. (2008)
construyeron un mapa de ligamiento para una nueva linea endogamica recombinante (RIL)
de quinua a base de SSR que contiene 275 marcadores que incluye 200 SSR y encontraron
38 grupos de ligamientos. Los autores consideran que el mapa tiene un valor especial para
futuras investigaciones ya que es el primer mapa basado principalmente en SSR facilmente
transferibles.

Estos marcadores de microsatélites ya habian sido utilizados en quinua para evaluar la
diversidad genética entre las accesiones de la coleccion del USDA y para caracterizar
genéticamente el germoplasma chileno y andino (Christensen et al., 2007). Para el estudio
se utilizaron 36 marcadores microsatélites para caracterizar la diversidad genética de 121
accesiones de Ch. quinoa del banco de germoplasma del USDA y 22 accesiones de la
coleccion vivero internacional CIP-FAO. Los andlisis realizados por Christensen et al.
(2007) detectaron un total de 420 alelos entre las accesiones con un promedio de 11 alelos
por locus microsatélite. La heterogeneidad se observé en el 32 por ciento de las accesiones
de quinua en un locus dado, lo que sugiere que muchas de estas accesiones representan lotes
de semillas o variedades locales heterogéneas. También el analisis dividio a las accesiones
en dos grupos principales. EI primer grupo importante consistié en accesiones de las tierras
altas andinas de Per0, Bolivia, Ecuador, Argentina y el extremo noreste de Chile. El otro

grupo principal contenia accesiones de las tierras bajas de Chile.

En otro estudio, Fuentes et al. (2009b) desarrollaron un conjunto fluorescente maltiple de
microsatélites para estudiar los patrones de diversidad genética de las accesiones del norte y
sur de Chile. Caracterizaron y cuantificaron la diversidad genética de 28 accesiones del
Altiplano y 31 de la Costa chilena utilizando marcadores microsatélites. Se detectaron un
total de 150 alelos entre las accesiones, que fueron de 2 a 20 alelos por locus con un promedio
7.5 alelo/locus. Como era de esperar, las accesiones se agruparon en los dos ecotipos:
Costero y Altiplano. Curiosamente, las quinuas altiplanicas chilenas eran genéticamente
menos diversas que las quinuas costeras, lo que sugiere una potencial pérdida de la
diversidad genética en las zonas de cultivo comercial de Chile.
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Costa et al. (2012) evaluaron la estructura genética de 35 accesiones de germoplasma
colectado a lo largo de la region Noroeste de Argentina (NOA) para lo cual se utilizaron 22
marcadores microsatélites (SSRs). Todos los loci analizados fueron altamente polimoérficos
detectaron un total de 354 alelos entre todas las poblaciones, con un promedio de 16 alelos
por locus. Las accesiones mostraron un alto nivel de diversidad genética que se agruparon
en cuatro grupos eco-geogréficos regionales, en consonancia con el origen geografico de las
accesiones: i) una region de transicion caracterizada por elevadas altitudes, ii) la Puna

(Altiplano), iii) Valles Himedos del Este y iv) Valles Secos.

En Bolivia, la coleccion de germoplasma de quinua tiene una amplia variabilidad genética
con 3121 accesiones de materiales cultivados y silvestres. Sus colectas se realizaron en la
region del Altiplano y los Valles Interandinos de los departamentos de La Paz, Oruro, Potosi,
Cochabamba, Chuquisaca y Tarija'y germoplasma proveniente de Peru, Ecuador, Colombia,
Argentina entre otros (Rojas, 2010). Con el propdsito de conocer mejor esa diversidad
Veramendi et al. (2013) caracterizaron 2513 accesiones utilizando para ello ocho
marcadores microsatélites, los cuales presentaron un alto nivel de polimorfismo con valores
>0.73. También encontraron 129 alelos, con un rango de 5 a 30 alelos por locus y tamafio
que vade 111 a 239 pb. Los resultados mostraron en general una elevada diversidad genética.
El analisis de conglomerados y de coordenadas principales revela una estructura genética al
interior de la poblacion con accesiones que se agrupan por regiones a excepcion de las
silvestres que se distribuyen entre éstas. El estudio encontrd ocho accesiones duplicadas y la
informacidn generada permitio la conformacion de una coleccién nicleo con 189 accesiones

Unicas en total.

17



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Parte del material vegetal utilizado pertenece a la coleccion de Ch. quinoa conservado en el
Banco de Germoplasma del Instituto Nacional de Innovacién Agricola (INIA). A esa
coleccion se le adiciono una colecta en campo de agricultores de la zona de Cusco quienes
donaron las semillas utilizadas por ellos. Cada donacién fue considerada como una entrada

y COMO una accesion en este estudio.

Para definir las accesiones a evaluar se realizo previo a la siembra en campo una prueba de
germinacién del material disponible. Para ello se sembraron en maceta 20 semillas de cada
accesion, en el Tinglado del Programa Investigacion y Proyeccion Social (PIPS) en Cereales
y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina, para evaluar el poder
germinativo de la semilla (Figura 6). Del andlisis se seleccionaron las accesiones que
presentaron buen poder germinativo por lo que las accesiones de quinuas para este estudio
quedd integrada por: 152 accesiones del Banco de germoplasma, 24 entradas de la colecta
de agricultores (Tabla 2- Anexo 1) y cuatro cultivares comerciales cedidos por INIA.

Tabla 2. Origen y nimero de accesiones de la poblacién seleccionada de INIA y de la colecta de

agricultores. Altiplano: Puno; Valle Interandino: Cusco.

N° de
Pais de origen Departamento Provincia Altitud
accesiones

ANTA 3372 5
CALCA 2900 11

Cusco
(Valle CANCHIS 3550 2
Interandino) Cusco 3200 6
CHUCUITO 3896 21
i EL COLLAD 3865 16

Perd

LAMPA 3964 2
MELGAR 3833 3

Puno
(Altiplanc) PUNO 3864 95
YUNGUYD 3845 3

Sin Informacién
. 16
de origen




Accesiones con regular a escaso poder germinativo y sanidad

Figura 6. Ensayo de germinacion del material disponible, en Tinglado del PIPS en Cereales

y Granos Nativos-UNALM para seleccionar poblacion en estudio. © M. J. Allende.

3.2. Experimento en campo.

3.2.1. Sitio experimental
El ensayo se realizé en la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), Lima-Peru
(12° 04" latitud Sur y 74° 57" de longitud Oeste a una elevacion de 235msnm) en el periodo
agricola 2015. Las condiciones climaticas medias correspondientes al afio agricola fuero: T
max. 24.42°C, T min. 17.25°C, HR 76.85%, precipitacion 3.4mm (Von Humbolt, 2017).

3.2.2. Disefio experimental
Se utiliz6 un disefio experimental alfa Latice (20x9) con dos repeticiones. La unidad
experimental consté de dos surcos de 1.5m de longitud con una separacién entre surco de
0.75m.



3.2.3. Manejo Agronémico del experimento

Previo a la siembra se realizé un control de malezas aplicando Glifosato a la dosis de 21/2001.
La siembra se realizo el 25 de agosto de 2015. La cosecha se realizd en funcién de la
precocidad de las accesiones iniciando luego de la segunda quincena de diciembre (112 dias
posteriores a la siembra). Para la fertilizacion se utilizaron 100Kg de N/ha y 80Kg de P/ha.
A la siembra se coloco el total del fosforo y la mitad del nitrégeno como fosfato di amonio
[(NH4)2 HPO4] y al aporque se completd con el nitrégeno para lo cual se utilizd urea
[CON2H4]. El experimento recibi6 un primer riego inmediatamente posterior a la siembra 'y
luego cada 10 o 15 dias (riego por surcos) para evitar déficit hidrico durante el ciclo de
cultivo. Para el control de mildiu se aplico Metalaxil mas Mancozeb a la dosis de 1kg/200l,
cuando se observen los sintomas de la enfermedad en el cultivo. Para el control de insectos
se utilizaron trampas amarillas con pegamento agricola y cuando fue necesario se aplico
Abamectina a la dosis de 150mI/200I (Figura 7).

3.2.4. Descriptores evaluados
Las accesiones se evaluaron por caracteres morfo-fenolégicos usando descriptores
propuestos por Bioversity Internacional et al. (2013). Las mediciones se hicieron sobre 10
plantas por cada repeticion. Se midieron nueve variables cuantitativas clasificadas en tres

grupos para su mejor analisis.

e Fenoldgicas: dias emergencia a floracion (DEF) medida desde la siembra hasta que
el 50% de las plantas hayan alcanzado el 50% de la floracion y dias emergencia a madurez
fisiologica (DEMF) medido desde la siembra hasta que el 50% de las plantas hayan

alcanzado el 50% de madurez fisioldgica.

e Morfoldgicas: altura de planta (AP) medida desde el cuello de la raiz hasta el apice
de la panoja; diametro de tallo (DT) medido en la parte media del tercio inferior de la planta;
longitud de panoja (LPj) medido desde la base hasta el &pice de la panoja principal; didmetro
de panoja (DPj) es el diametro maximo de la panoja principal. Todas las variables
morfologicas fueron evaluadas en madurez fisioldgica luego de la cosecha. Para realizar las

mediciones se utilizd cinta métrica.

e Rendimiento: rendimiento por planta (RP) se tomo el promedio de las 10 plantas;
peso de 100 semillas (P100) se tomo el promedio de tres plantas y sin considerar el perigonio

de la semilla y diametro de grano (DG) se midié el didametro de 20 granos por la parte mas
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ancha sin considerar el perigonio y se realiz6 el promedio. Todas las variables fueron
medidas a cosecha. Se utiliz6 una balanza de precision 3009/0.001g para medir el peso y un

calibre digital/Pie de Rey Acero 100mm para medir el didmetro de los granos.

Riego

| Manejo Integrado Plagas [§

Figura 7. Labores culturales realizadas al ensayo durante el ciclo del cultivo.
© M. J. Allende.

3.3. Experimento en laboratorio.
3.3.1. Colecta de material
La colecta del material para extraccion de ADN se realiz6 a partir del 9 de septiembre de

2015 sobre las accesiones que mostraban el segundo par de hojas verdaderas totalmente



extendido del ensayo a campo (Figura 8). A mitad del proceso de recoleccion del material
se produjo un ataque severo de mildiu (Peronospora variabilis) por lo que se aplico un
fungicida y se la pospuso hasta que el cultivo volviera a generar hojas nuevas. Debido a ello
la colecta de hoja se realizo sobre el material correspondiente a la repeticion | sobre 10
plantas de cada parcela. Las hojas se colocaron en bolsas con cierre hermético conteniendo
silica gel y se guardaron en lugar fresco y seco hasta que la silica extrajera toda la humedad
del material. Fue necesario disponer, para la colecta, de los siguientes elementos: tijera,

algoddn, alcohol, guantes de latex, lapiz y planillas de datos.

Figura 8. Proceso de recoleccién del material para extraccion de ADN. lzquierda: colecta
en campo. Centro: estado del cultivo al momento de la cosecha. Derecha: conservacion del
material colectado. © M. J. Allende.

3.3.2. Extraccion de ADN
El procedimiento de extraccion del ADN se realizé siguiendo el protocolo CTAB establecido
por Doyle y Doyle (1990) con algunas modificaciones. Este protocolo fue estandarizado en
el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad
Nacional Agraria La Molina y utilizado en este estudio con buenos resultados. Para cada
muestra se siguio el procedimiento: (1) Se coloc6 en un tubo de 1,5ml 4 hojas bien secas y
cinco bolitas de metal. (2) Se Ilevé el tubo al molino de muestras secas (Retsch MMZ200)
durante 4min con una frecuencia de 30/s. (3) A los tubos con el material molido se le
colocaron 700ul de una mezcla de CTAB- buffer de lisis y 5ul de B-mercaptoetanol bajo la
campana de bioseguridad. (4) Se agité manualmente el tubo por inversion para mezclar bien.
(5) Posteriormente, se llevo el tubo al Termomixer Comfort (Eppendorf 1.5ul) y se incub6 a
una temperatura de 65°C durante 45 minutos agitdndose cada 15 minutos durante 30
segundos a 300rpm. (6) una vez transcurrido ese tiempo se agregd al tubo 700ul de

cloroformo:alcohol isopropilico (24:1) bajo la campana de bioseguridad y se mezcla bien



por inversion. (7) Luego el tubo se colocd en la centrifuga a 13-14000 rpm durante cinco
minutos (8) El sobrenadante resultante de la centrifuga (Eppendorf 5415 D) se transfirié a
un nuevo tubo (1.5ml). (9) Al nuevo tubo se le agrega 500ul de alcohol absoluto frio y se
mezcld suavemente hasta observar en el centro del tubo una medusa de ADN. (10) Esta
mezcla se llevo a una temperatura de -20°C por 30 minutos. (11) Transcurrido ese tiempo se
centrifugé el contenido del tubo a 14000rpm por 20 minutos. (12) Posteriormente se elimin6
el sobrenadante, dejando secar el tubo. El precipitado fue lavado dos veces con un ml de
etanol al 70 por ciento a 14000rpm por tres minutos. (13) El etanol del Gltimo lavado fue
descartado y se dejo que el precipitado o pellet se seque toda la noche a temperatura
ambiente. (14) Luego se re suspendi6 el precipitado con 100ul de buffer TE y se lleva al
Termomixer durante 15 minutos a 65°C posteriormente la muestra se homogenizd con
micropipeta. (15) A la solucién se le anadié 2ul de RNAasa (10mg/ml) y se llevo al
Termomixer durante una hora a 37°C. (16) Finalmente se almaceno la solucion a -20°C.

3.3.3. Evaluacion de la calidad, integridad y concentracién de ADN

La evaluacion de la calidad y cantidad del ADN se realizé con un Biofotémetro (Eppendorf)
para ello se coloco en un tubo de 1.5ul, 198ul de buffer TE y 2ul del concentrado de ADN,
posteriormente la muestra se puso en el prisma. La lectura indico dos valores: uno expresado
en ng/pl que revela la cantidad de ADN y el otro da medidas de absorbancia de luz
A260/A280 e indica la calidad del ADN. El rango de valores dptimos es entre 2.0y 1.7,
valores por encima o por debajo indican ADN de baja calidad. La integridad del ADN se
teste6 por electroforesis en geles de agarosa al uno por ciento, visualizado con luz UV
(Figura 9).

Figura 9. Gel de integridad de ADN. Las calles representan diferentes muestras de Ch.
quinoa. © M. J. Allende



3.3.4. Amplificacion por PCR
Se seleccionaron 18 marcadores SSR desarrollados por Mason et al. (2005) segtn el nimero
de alelos observados y heterocigocidad. Se evaluaron preliminarmente sobre 3 accesiones y
se eligieron cinco SSRs segun la nitidez del patrén obtenido y el polimorfismo detectado
(Tabla 3).

Tabla 3. Detalle de los cinco loci microsatélites seleccionados: locus, secuencia del oligo
nucleotido y temperatura de annealing.

Locus Secuencia del oligo nucleotido r
annealing
QAAT088 |F [TCCTAACTTCTTGTGACATTTICCTT 55°C
R | CCACGATCCCAGAACAATTT
QAAT001 |F [ATATTGCATGTCGAGCACCA 58°C
R | TGGGACTTCCATAAGGCAAC
QAAT106 F | TCAGTAAGATAATACCCATCAGTAAG 55°C
R | AAATCCCCTCTATAATTACCAA
QAAT022 |F [TGGTCGATATAGATGAACCAAA 58°C
R | GGAGCCCAGATTGTATCTCA
QAAT071 |F [ CATCACCCGCTGAATAGACAC 60°C
R | TACCCTAATGCCACGATTCC

Las reacciones de amplificacion de PCR se ajustaron a un volumen final de 15ul, cuya
composicion fue la siguiente: 2ul de cada primer (10 uM), 1.5ul de MgCl2 (25mM), 0.5ul
de dNTPs (2.5mM), 0.2ul de Taq polimerasa (5u/pl), 1.5ul de Buffer (10x) y 2ul de ADN
(90ng) como molde. El volumen de 15ul de reaccion se completé con agua milig. Las
amplificaciones se realizaron siguiendo el protocolo utilizado por Mason et al. (2005): 94°C
por 1 minuto como desnaturalizacion general; seguida de 5 ciclos a 94°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos (disminuyendo un 1°C cada ciclo), 72°C por 1 minuto; 10 ciclos de
94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; 5 ciclos de 94°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos (disminuyendo 1°C cada ciclo), 72°C por un minuto; 10
ciclos de 94°C por 30 segundos, 45°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto; mantener la

temperatura a 72°C por 5 minutos; disminuir la temperatura a 4°C indefinidamente.



3.4 Analisis de datos

Con el objeto de conocer el comportamiento de las accesiones en los ensayos se realizaron

los siguientes analisis estadisticos:

3.4.1. Caracterizacion morfologica

Se realizd la estadistica descriptiva para estimar y describir la posicién de las accesiones en
relacion con cada descriptor cuantitativo. El estadistico media se refiere a la media
aritmética. Desviacion estandar (D.E.) corresponde a la raiz cuadrada de la varianza
muestral calculada como la suma de los cuadrados de los desvios con respecto a la media
muestral, dividida por (n-1). El coeficiente de variacion (CV) es el cociente entre la

desviacion estandar y la media muestral, expresado en porcentaje.

El Coeficiente de correlacién de Pearson se utilizo para cuantifica en términos relativos el
grado de asociacién intima o variacién conjunta entre pares de descriptores cuantitativos.
Indica una medida de la magnitud de la asociacién lineal entre dos variables que no depende
de las unidades de medida de las variables originales. Para las variables j-ésima y k-ésima
se define como:

fn 3\
[ >0 -5 -%) [/ -1
S \ J

Tt =J5-3#33 = ( n \ VO n Y 3
i J| [ 3y —-X)* |/ -1 ][[Z(x‘rt—zjf 1;(;;—1)]
=] AR / y

donde Sj es la covarianza entre la variable j y la variable k, S%y S% son las varianzas de las

variables j y k respectivamente (Balzarini et al., 2008).

El coeficiente de correlacion muestral representa la covarianza de los valores muestrales
estandarizados. Asume valores en el intervalo [-1;1] y el signo indica la direccion de la
asociacion (valores negativos se producen cuando la tendencia promedio indica que si un
valor en el par observado es méas grande que su media, el otro valor es mas pequefio que su
media) (Balzarini et al., 2008). Para los analisis se utiliz6 el programa estadistico Infostat
(Di Rienzo et al., 2016).

3.4.2. Anélisis multivariados

Un conjunto de andlisis multivariados se utilizaron para examinar simultaneamente varias

variables para cada accesion y para describir patrones de variacién en el germoplasma
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caracterizado (Franco e Hidalgo, 2003; Curti et al., 2012). Para ello se utilizé el programa
estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2016).

3.4.2.1. Analisis de componentes principales (ACP)
El ACP Es una herramienta util para analizar los datos que se generan de la caracterizacion
y evaluacion preliminar de germoplasma. Permite conocer la relacién existente entre las
variables cuantitativas consideradas y la semejanza entre las accesiones, saber cuéles
variables estan 0 no asociadas y el sentido de esa asociacion. También permite saber como
se distribuyen las accesiones y cuales tienen mayor semejanza entre ellas (Franco e Hidalgo,
2003). Este método se basa en la transformacion de un conjunto de variables cuantitativas
originales en otro conjunto de variables independientes no correlacionadas, llamadas
componentes principales. Los componentes deben ser interpretados independientemente
unos de otros, ya que contienen una parte de la varianza que no estd expresada en otro

componente principal (Franco e Hidalgo, 2003, Balzarini et al., 2008).

Los componentes principales contienen informacion en diferentes proporciones de todas las
variables originales y su numero depende del nimero de éstas que se incorporen en el
analisis. La contribucién de las variables a cada componente principal se expresa en valores
y vectores propios. El valor propio representa la varianza asociada con el componente
principal y decrece a medida que se generan dichos componentes. En cambio, el vector
propio contiene los coeficientes de las combinaciones lineales de las p variables originales.
Para la seleccién del namero de componentes realmente importantes para el andlisis existen
diversos criterios que varian de acuerdo con la decision del investigador (Franco e Hidalgo,
2003): (i) considerar como aceptables los componentes cuyos valores propios expliquen un
70 por ciento 0 mas de la varianza total (ii) seleccion de los componentes cuyo valor propio
sea > 1y (iii) un criterio grafico que consiste en representar el nimero de componentes y su
valor propio en la abscisa y el porcentaje de la varianza correspondiente en la ordenada, lo
que permite observar en forma grafica el decrecimiento de los primeros componentes en

relacion con los demas.

En este trabajo para realizar el analisis se utilizaron variables cuantitativas estandarizadas
euclidianas y se representaron en un grafico de dispersién de dos dimensiones (Bi-plot)
(Cuadras, 2010). Se tom6 como criterio para seleccionar el nimero de componentes aquellos

cuyo valor propio explica mas del 70 por ciento de la varianza total.
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3.4.2.2. Analisis de Conglomerados o Cluster
Es un método analitico que se usa para clasificar las accesiones en grupos relativamente
homogéneos con base en alguna similitud existente entre ellas. El objetivo del andlisis es
clasificar un conjunto de n accesiones en un namero pequefio de grupos o conglomerados,
donde la formacidn de estos grupos puede obedecer a leyes naturales o0 a cualquier conjunto
de caracteristicas comunes a las accesiones (Franco e Hidalgo, 2003). Los métodos de
agrupamiento mas usados en el analisis de conglomerado son (Franco e Hidalgo, 2003,
Balzarini et al., 2008): (i) jerarquico, que forma grupos a varios niveles. Para la formacion
de los conglomerados por este método existen diversas formas de enlace, siendo las mas
comunes: Simple, completo, UPGMA, centroide y Ward, todas con el mismo criterio de
maximizar la variacion entre los grupos y minimizarla dentro de ellos y (ii) no jerarquico o
de particion forma grupos a través de criterios predefinidos. Se caracteriza por dividir el
grupo de accesiones en un numero preseleccionado de conglomerados que no tienen una

estructura jerarquica.

Para el agrupamiento de las accesiones por los caracteres cualitativos se utiliz6 el método de
aglomeracion jerarquica con la suma de los cuadrados incrementales como criterios de
agrupamiento (Ward, 1963) utilizando la distancia euclidea estandarizada.

Para el andlisis se parti6 de una matriz de datos n*p (p variables en cada uno de los n
accesiones), que luego fue transformada en una matriz de distancia (n*n) donde el elemento
I,j-ésimo mide la distancia entre pares de objetos i y j para i,j=1,...,n. Los resultados de
agrupamientos jerarquicos se muestran en un dendrograma (diagramas de arboles en dos
dimensiones), en el que se pueden observar las uniones y/o divisiones que se van realizando
en cada nivel del proceso de construccion de conglomerados. Las ramas en el arbol

representan los conglomerados.

Por otro lado, para expresar la magnitud de la identidad genética (similaridad) o su
complemento (distancia) entre dos individuos caracterizados molecularmente a través de
marcadores del tipo microsatélites (SSR), que son multilocus-multialélicos, es necesario
elegir una métrica acorde con la naturaleza multivariada de los datos (Bruno y Balzarini,
2010).

Para el analisis se utilizd una distancia geometrica expresada desde datos binarios que

sugieren presencia/ausencia de cada alelo en cada locus de un perfil individual.
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Las distancias se expresaron como (1-S)¥? donde S representa el indice de similitud para

datos binarios de Jaccard (no estandarizado).

Se uso el método de conglomerados jerarquico UPGMA (unweighted pair-group method
using an arithmetic average) (Sokal y Michener, 1958 Citado por Balzarini et al., 2008). En
este método la distancia entre dos conglomerados se obtiene promediando todas las
distancias entre pares de objetos, donde un miembro del par pertenece a uno de los
conglomerados y el otro miembro al segundo conglomerado. Se han propuesto varias

expresiones para calcular la distancia promedio, una de ellas es:

ZZG’P}.

digye =

donde dij es la distancia entre el objeto i, que pertenece al conglomerado AB vy el objeto j
que pertenece al conglomerado C, siendo la sumatoria sobre todos los posibles pares de
objetos entre dos conglomerados y donde n(AB) y nC son los numeros de objetos en los
conglomerados AB y C respectivamente. EI método tiende a producir grupos de igual
varianza (Milligan, 1980 citado por Balzarini et al., 2008). La formacion de conglomerados
en los distintos pasos del algoritmo de agrupamiento suele representarse graficamente a

través de un dendrograma (Balzarini et al., 2008)

3.4.2.3. Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)

El analisis de coordenadas principales es utilizado para mostrar las relaciones entre las
observaciones multidimensionales de naturaleza discreta. Se definen distancias (o0
similitudes) en funcion de la naturaleza de la variable. En el caso de la caracterizacion
molecular se realizd un analisis de coordenadas principales en el que la representacion
geomeétrica del ordenamiento de las OTUs se realiza a través de una medida de distancia que
respete la estructura de semejanza definida por la matriz de distancia genética. Las distancias
se expresaron como (1-S)? donde S representa el indice de similitud para datos binarios de
Jaccard (no estandarizado). Se graficaron las OTUs en un bi-plot en que la distancia entre
los puntos refleja las relaciones entre las poblaciones segun la matriz: las mas similares son
representadas por puntos que estan proximos, mientras que las mas disimiles por puntos que

estan mas alejados (Costa, 2014).
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3.4.3. Caracterizacién molecular

Para la elaboracion de la matriz basica de datos para los andlisis moleculares, los resultados
fueron evaluados manualmente mediante la observacién de los geles obtenidos en un trans-
iluminador de luz ultra violeta (UV). Para cada individuo de la poblacion se registr6 la
presencia o0 no de banda y el genotipo (homocigota o heterocigota), para todos los loci SSR
estudiados. Solo se consideraron los fragmentos o bandas cuyo peso molecular se encontraba
en el rango citado en la bibliografia. Las bandas dudosas o datos perdidos fueron codificados
como -1. A partir de esta base de datos se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas
relativas de cada alelo. Para los analisis se utilizé el programa estadistico Infogen (Balzarini
etal., 2016).

3.4.3.1. Diversidad molecular

Se estimaron varios parametros para caracterizar el grado de polimorfismo detectado en los
loci SSR estudiados:

e NuUmero de alelos por locus (A)

e Heterocigosidad (Ht): es una medida de diversidad alélica. Para cada locus analizado
se interpreta como la probabilidad de que al extraer dos alelos al azar de la poblacion, éstos
sean diferentes. Representa la heterocigosidad esperada de cada locus para el total de las
accesiones caracterizadas. _,

Ht=1- ij
donde pi es la frecuencia del alelo i-ésimo alelo, en promedio entre todas las poblaciones
(Peakall y Smouse, 2006 citado por Costa, 2014).

e Indice de Informacion (I): equivalente al indice de Shannon y Weaver utilizado en
estudios ecologicos, se utilizo para evaluar la diversidad alélica detectada en cada locus

analizado, calculado segun la formula:

I —lE_ [j].'.'t.l_'l'll:lllll' I]

donde pi es la frecuencia del alelo i- en la totalidad de los loci analizados (Peakall y Smouth,
2006 citado por Costa, 2014). El indice estd basado en la frecuencia alélica en los loci
polimorficos y se utiliza para caracterizar el locus, siendo mas alto el nivel de diversidad
detectada a medida que el valor de | se acerca a uno. Es util para elegir los loci SSR mas

informativos.
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3.4.3.2. Diversidad genética de las accesiones

La diversidad genética de las poblaciones fue estimada utilizando:
e Heterocigosidad promedio esperada de Nei (He):

n ~
He=1- X pi~©
i=1
donde pi es la frecuencia del alelo i- en el locus I; en todos los loci analizados para cada

accesion. La He es una medida indirecta de la heterogeneidad genética.

e Riqueza alélica (Na): es el namero total de alelos presentes en una determinada
accesion (Frankel et al., 1995 citado por Costa, 2014).

e Alelos exclusivos: son alelos presentes exclusivamente en un determinado grupo de
genotipo o poblacion. Ademas se registro la presencia de alelos raros, alelos cuya frecuencia

de ocurrencia en la poblacién es menor al 5 por ciento.

e Proporcion de loci polimérficos (P): es el nimero de loci polimdrficos dividido el

ntmero total de loci (polimérficos + monomorficos).

3.4.4. Estructura genética de las poblaciones
La estructura genética de las especies puede definirse como la distribucion no al azar de
alelos o genotipos en el espacio o el tiempo y es producto de su dispersion (Costa, 2014).
Utilizando un Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) se
evaluo la estructura genética de las poblaciones de Ch. quinoa mediante el estudio de la
diferenciacion genética a través de la particion de la varianza en diferentes niveles
jerarquicos (Peakall y Smouth, 2006 citado por Costa, 2014). Se utilizaron los estadisticos
F (Wright, 1921 citado por Costa, 2014) estimados a partir del AMOVA para medir la
estructuracion entre las poblaciones. Los indices de fijacion F miden la variacion en la
heterocigosidad comparando el valor observado con el esperado si las poblaciones estuvieran

en equilibro Hardy-Weinberg.

El indice de Fijacion, Fis, considera la heterocigosidad de un individuo en promedio respecto
a la de la sub-poblacién en promedio; Fit, considera la heterocigosidad de un individuo
respecto a la poblacidn total; Fst, considera la heterocigosidad de una sub-poblacion respecto
a la poblacion total; Fsr, es la varianza de una sub-poblacién respecto a una region

determinada y Frt, es la varianza de una regidn respecto al total (Peakall y Smouth, 2006
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citado por Costa, 2014). Para el analisis se utiliz6 el programa estadistico Infogen (Balzarini
et al., 2016).

3.4.5. Test de Mantel

La significancia de la correlacién entre matrices se evalu6 utilizando el Test de Mantel
(Mantel, 1967 citado por Costa, 2014).

n

Z=2.%"Y;
1 i<

Siendo xij y yij elementos no diagonales de las matrices X e Y, si dos matrices muestran
relaciones similares el valor de Z1 observado debe ser mayor al esperado de su distribucion
por permutaciones al azar. Se comparan las dos matrices elemento a elemento y se obtienen
la correlacién momento — producto, r, y el estadistico, Z, para medir el grado de significancia
de relacion entre las dos matrices. El valor de r se relaciona al Z obtenido de las
permutaciones, 0 sea, la distribucion obtenida si se compara una matriz X con todas las
posibles matrices Y en las que el orden de los elementos o variables haya sido permutado
aleatoriamente (Smouse et al., 1986 citado por Costa, 2014). Valores en el coeficiente de
correlacion, r, superiores a 0.80 indican una buena representacion (Mohammadi y Prasanna,

2003). Para el analisis se utilizo el programa estadistico Infogen (Balzarini et al., 2016).

3.4.6. Caracterizacion conjunta

El Andlisis de Procrustes Generalizado (APG) propuesto por Gower (1975 citado por Costa,
2014) tiene por objetivo examinar en qué medida dos configuraciones resultantes de algin
meétodo de ordenamiento son similares transformando cada configuracion individual. La
transformacion consiste en la traslacion, rotacién, reflexion y escalamiento de la nube de
puntos manteniendo la distancia relativa entre los elementos de cada configuracion y
minimizando la suma de cuadrados entre puntos analogos. Se utilizé el APG para generar
una configuracion consenso entre las configuraciones resultantes de la caracterizacion
molecular y aquella con caracteres morfo-fenolégicos. Sobre la configuracion obtenida de
cada método de ordenacion se superpuso un Arbol de Recorrido Minima (AEM) para
interpretar las relaciones de similitud entre las poblaciones. Para el analisis se utiliz6 el

programa estadistico Infogen (Balzarini et al., 2016).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion morfologica
4.1.1. Medidas estadisticos descriptivos

La estadistica descriptiva para cada descriptor se resume en la Tabla 4. Se observé gran
dispersion en relacion a la media y alto coeficiente de variacion (CV) para todas las variables
a excepcion de las variables fenoldgicas (dias emergencia-floracion y dias emergencia-
madurez fisiologica), longitud de panoja y didmetro de grano. La duracion del ciclo
vegetativo es una caracteristica dependiente del genotipo y es posible encontrar amplio rango
de variacion. En este estudio el intervalo entre duracion del ciclo fue de 45 dias donde la
variabilidad observada puede ser til para la siembra de quinua en la zona de costa. El peso
de 100 semillas también presenta un amplio rango de variacion lo cual es importante, junto

a didmetro de grano, para la comercializacion de la quinua.

Tabla 4. Estadistica de los descriptores utilizados para la caracterizacion de las accesiones
(n=268).

Variable Media D.E. cv Minimo | Maximo
DEF(dias) 65,20 1,71 2,62 56 72
DEMF(dias) 116,82 9,52 8,15 97 140
AP(cm) 79,46 13,98 17,59 53,25 121
DT(cm) 0,57 0,15 25,72 0,30 1,10
LPj(cm) 31,33 4,08 13,03 20,00 42,90
DPj(cm) 4,87 0,94 19,35 2,45 8,16
RP(g) 3,54 1,61 45,51 1,02 10,99
P100(g) 0,27 0,06 22,97 0,13 0,53
DG(mm) 1,82 0,20 10,73 1,05 2,52

Referencias: Dias emergencia a floracion (DEF); Dias emergencia a madurez fisiolégica (DEMF); Altura de
planta (AP); Diametro de tallo (DT); Longitud de panoja (LPj); Diametro de panoja (DPj); Rendimiento por
planta (RP); Peso de 100 semillas (P100) y Diametro de grano (DG).



4.1.2. Coeficientes de correlacion de Pearson
La matriz de correlacion entre cada par de variable (Tabla 5) muestra que 32 coeficientes
fueron altamente significativos (p<0,01). Entre las caracteristicas de arquitectura de plantase
observaron las correlaciones mas altas y significativas para la asociacion entre la altura de
planta y el rendimiento por planta y didmetro de grano (r=0,68 para ambas) y del diametro
de tallo con rendimiento por planta y diametro de grano (r=0,70 y r=0,64, respectivamente).
También se cuantificaron correlaciones positivas y significativas entre variables fenoldgicas
y de arquitectura de planta. El tiempo entre emergencia y madurez fisioldgica se asocia con
la altura de planta y el diametro de grano (r=0,46 y r=0,44, respectivamente). Estas
correlaciones indicarian que accesiones de ciclo largo presentan planta de mayor tamario,
rendimiento con granos grandes y pesados. Las variables diametro de grano y peso de 100
semillas muestran una alta correlacion positiva entre ellas (r=0,69). Esta correlacion sugiere
que hay margen importante de variacion en didmetro para un mismo peso existiendo la
posibilidad de seleccionar genotipos con mayor diametro de grano sin afectar el peso y los

requerimientos de carbono para obtenerlo.

Para las variables morfoldgicas Rojas (2003) encontrd correlaciones positivas entre diametro
de tallo con altura de planta, didmetro y longitud de panoja; también entre longitud de panoja
con altura de planta. Las accesiones con mayores didmetros y altura de planta desarrollaron
panojas mas grandes. Por otro lado, Risi y Galwey (1989a) determinaron que altura de la
planta, diametro del tallo, longitud y diametro de panoja se correlacionaron
significativamente con los demas. Una correlacion positiva entre madurez fisioldgica con
altura de planta y diametro de tallo indica que las plantas tienden a desarrollar mas cuando
la duracién del ciclo fenoldgico es mas tardio. Sin embargo el autor observé correlacion
negativa entre madurez fisiologica y peso de 100 semillas por lo que ese mayor desarrollo

de planta no se vio reflejado en un mayor tamafio y peso de grano (Rojas, 2003).

En Pert el germoplasma de quinua es muy diverso a nivel fenotipico que refleja la variacion
en torno al origen. Este estudio mostré un amplio rango de variabilidad en las accesiones
para atributos morfo-fenologicos. La variabilidad observada por numerosos autores para
caracteristicas fenoldgicas es prometedor desde el punto de vista de la mejora genética, ya
que serd posible seleccionar materiales para hacer frente a limitaciones abidticas (frio y
sequia) factores que afectan altamente la produccion de cultivos locales (Curti et al., 2012).

33



Por otro lado, la variacién en los rasgos morfoldgicos es relevante para futuros estudios
comparativos de accesiones de quinua de diferentes paises ya que se asocian con el lugar de
origen o la elevacion de las poblaciones y que son consistentes con las caracterizaciones
previas de colecciones de Perd, Bolivia y Chile (Gandarillas, 1968; Risi y Galwey, 1989a;
Ortiz et al, 1998; Rojas, 2003; Curti et al., 2012). Combinaciones de rasgos observados en
las accesiones de Valle Interandino y Altiplano fueron congruentes con las accesiones de
origen similar en colecciones de Per( y Bolivia, respectivamente (Ortiz et al, 1998; Rojas,
2003).

Tabla 5. Matriz de correlacion simple entre las variables cuantitativas utilizadas para
caracterizar el germoplasma de quinua.

Variables DEF DEMF AP DT LPj DPj RP P100 DG
DEF 1
DEMF 0,35** 1
AP 0,25** 0,46** 1
DT 0,26** 0,32** 0,80** 1
LPj -0,04 0,08 0,59** 0,51** 1
DPj 0,07 0,34** 0,51** 0,58** 0,46** 1
RP 0,20** 0,27** 0,68** 0,70** 0,51** 0,52** 1
P100 0,28** 0,20** 0,53** 0,56** 0,09 0,24** 0,51** 1
DG 0,35** 0,44** 0,68** 0,64** 0,19** 0,33** 0,60** 0,69** 1
DEF DEMF AP DT LPj DPj RP P100 DG

Referencias: Dias emergencia a floracion (DEF); Dias emergencia a madurez fisiolégica (DEMF);
Altura de planta (AP); Diametro de tallo (DT); Longitud de panoja (LPj); Didametro de panoja (DPj);
Rendimiento por planta (RP); Peso de 100 semillas (P100) y Diametro de grano (DG).

4.1.3. Analisis de Componentes principales
Los resultados del ACP muestran que los tres primeros componentes concentran el 79.4 por
ciento de la variacion total (Tabla 6). El primer componente (CP1) explica la mayor parte de
esta variacion (53.2 por ciento) y ordend accesiones segin un gradiente de tamafio de planta
y rendimiento. Como indica la Figura 10, accesiones con plantas mas altas, tallo mas grueso
y un mayor rendimiento con grano grande y pesado fueron colocados a la derecha de la
gréfica, ya que estas accesiones presentaron mayores valores positivas para los coeficientes
de vectores propios para estas caracteristicas. La mayoria de estas accesiones son de Valle
Interandino. Accesiones en el lado izquierdo del eje 1 tienen valores negativas y mostraron
plantas mas bajas, tallos mas delgados, y de menor rendimiento con grano pequefio y liviano.

Se caracterizan por rasgos morfoldgicos similares a las accesiones de Altiplano.



CP2 explico6 16.2 por ciento de la variacion y distinguié entre accesiones precoces y tardias
(Figura 10). Los coeficientes de vector propio para todas las caracteristicas fenoldgicas
(floracion primero y madurez fisioldgica) fueron positivos (Tabla 6). Las variables longitud
y didametro de panoja y el resto de las caracteristicas morfologicas fueron negativos. Las
accesiones de Valle Interandino mostraron plantas mas tardias de ciclo largo, plantas mas

chicas con granos grandes y pesados.

Estas accesiones se ubicaron en la parte superior derecha de la Figura 10. Por otra parte, las
accesiones de Altiplano muestran plantas precoces de ciclo corto, menor tamafio y
rendimiento con grano mas pequefio y liviano. Se situaron en la parte inferior izquierda
(Figura 10). El tercer componente explic6 menor variaciéon (10 por ciento) y diferenciaron
accesiones de ciclo corto y mayor peso de grano de accesiones con mayor ciclo y granos mas
livianos. Dias de emergencia a floracion fue negativo (Tabla 6). Esto indica que el
componente identifico accesiones de ciclo corto con mayor peso de semilla. Se observé una
alta correlacion entre variables fenoldgicas y componentes de rendimiento en contraposicion

con las variables morfoldgicas.

Tabla 6. Matriz factorial correspondiente a las variables en estudio en las accesiones de

quinua.
Componentes 1° 2° 3°
Valor propio 4,78 1,46 0,90
% de varianza 53 16 10
Variables Coeficientes de correlacion
DEF 0,19 0,58 -0,29
DEMF 0,28 0,34 -0,57
AP 0,41 -0,11 0,01
DT 0,41 -0,09 0,05
LPj 0,24 -0,55 -0,20
DPj 0,30 -0,29 -0,34
RP 0,38 -0,16 0,16
P100 0,32 0,22 0,60
DG 0,39 0,24 0,22

Referencias: Dias emergencia a floracion (DEF); Dias emergencia a madurez fisiolégica (DEMF); Altura de
planta (AP); Diametro de tallo (DT); Longitud de panoja (LPj); Diametro de panoja (DPj); Rendimiento por
planta (RP); Peso de 100 semillas (P100) y Diametro de grano (DG). El ovalo de linea llena agrupa las
accesiones de la region de Puno y el de punto la de Cusco.



Bertero et al. (2004) expresaron que determinadas accesiones pueden compensar con mayor
tasa de crecimiento el potencial de rendimiento. Se puede considerar que ambas accesiones
representan al Valle Interandino y al Altiplano propuesto por Tapia (1996), coincidiendo con
una alta influencia del lugar de origen en la separacion de los grupos o ecotipos de quinua
(Risi y Galwey, 1989 a,b; Rojas, 2003; Fuentes et al., 2009a,b; Curti et al., 2010; Gomez y
Equiluz, 2012 y Gabriel et al., 2013).
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Figura 10. Distribucion de accesiones de quinua y variables en estudio teniendo en cuenta

las dos primeras componentes (CP1 y CP2). Referencias: Dias emergencia a floracion (DEF); Dias
emergencia a madurez fisiol6gica (DEMF); Altura de planta (AP); Diametro de tallo (DT); Longitud de panoja
(LPj); Diametro de panoja (DPj); Rendimiento por planta (RP); Peso de 100 semillas (P100) y Diametro de

grano (DG). El ovalo de linea llena agrupa las accesiones de la region de Puno y el de punto la de Cusco.

4.1.4. Analisis de conglomerados
El dendrograma resultante del analisis de Cluster muestra tres grupos formados en un punto
de corte de 4.5 distancia euclidea (Figura 11). Este patron de agrupamiento es consistente
con la distribucién de las accesiones en los ejes 1y 2 en la ACP. El primer grupo (G1) esta
integrado por accesiones pertenecientes al Altiplano. Estas presentaron plantas de
arquitectura intermedia con peso de 100 semillas medio (0.25+0.04g) y tamafio pequefio
(1.74+0.1mm), y de ciclo precoz (114+8 dias); similar a lo reportado por Rojas (2003) donde

encontré mayor tamafio de grano en el Lago Titicaca. El segundo grupo (G2) esta formado



por una mezcla de accesiones de diferentes origenes donde predominan las accesiones de
Valle Interandino. Ellas se caracterizaron por plantas con mayor desarrollo y peso de 100
semillas (0.35+0.06g) y tamafio de grano grande (2.11+0.15mm), con ciclo intermedio
(127+9dias). Al grupo 3 (G3) lo integraron accesiones de Valle Interandino 131, 145y 148.
Se destacaron por tamafio de grano grande (2.16+0.13mm) y peso de 100 semillas de
0.33+0.069 de ciclo tardio (130+7dias). Por ultimo la accesion 83 con plantas bajas, semillas
pequefias (1.52+0.07mm) y de menor peso (0.18+0.03g). Fue la accesion mas precoz
(102+7dias) perteneciente al Altiplano.
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Figura 11. Dendrograma de distancia entre las accesiones de quinua (Ch. quinoa) evaluadas
en la costa peruana. Punto de corte 4,5 media distancia euclidea.



La agrupacion jerarquica de genotipos de acuerdo a sus respuestas relativas de tamafio y
peso de grano encontrados en este estudio es consistente con los grupos genotipicos
propuestos sobre la base de una clasificaciéon morfo-fenoldgica (Risi y Galwey, 1989a,b;
Ortiz et al, 1998; Rojas, 2003; Curti et al., 2012) y en el analisis de patrones observados de
una amplia gama de cultivares evaluados a través de ambientes diferentes (Bertero et al.,
2004).

4.2. Caracterizacion molecular

La quinua es una especie autbgama con porcentaje variable de alogamia (entre 2 y 10 por
ciento) (Gandarillas, 1976). Ese valor es dependiente de la variedad y de la distancia entre
plantas a campo por lo que se esperaria baja variabilidad genética intra-poblacional. Por ello
se utilizd la técnica de bulk de plantas como muestra representativa de cada genotipo
teniendo en cuenta los antecedentes de caracterizacion molecular mediante marcadores SSR
de Christensen et al. (2007) y Fuentes et al. (2009b).

4.2.1. Diversidad molecular

Se evaluaron cinco loci SSR en 133 accesiones de Ch. quinoa nativas de Peru provenientes
de diferentes origenes: Valles Interandinos (Cusco n=23) y Altiplano (Puno n=110). Se
caracteriz6 un bulk de tres individuos de cada accesién. Se corrieron en gel de agarosa al dos
por ciento junto a un marcador de peso de 20 pb con el objetivo de permitir identificar el
motivo del microsatélite, de acuerdo al tamafio (pb) sugerido en bibliografia, entre las
diferentes accesiones y los distintos geles para cada locus analizado (Figura 12) (Mason et
al., 2005; Christensen et al., 2007; Fuentes et al., 2009b; Costa, 2014). El loci QAAT071
presentd patrones mono-nucleotidicos, incongruente con el motivo del microsatélite
correspondiente. Estos patrones pueden ser producto de eventos de insercién o delecién
(Chen et al., 1997), mutaciones puntuales o fallas en la actividad de la polimerasa
(deslizamientos) (Calabrese et al., 2001). Todos los loci presentaron un patron de
amplificacion monogenico y fueron codificados facilmente como co-dominantes, al igual
que lo reportado por Maughan et al. (2004), Mason et al. (2005) y Costa (2014).
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Figura 12. Ejemplo de marcadores de microsatélites polimorficos de Ch. quinoa.
Amplificacion del ADN de 18 accesiones de quinua, con A) QAATO001, B) QAAT022,y C)
QAATO71. Los patrones cargados en los carriles exteriores muestran una resolucion de 100,
200 y 300 pb.

El andlisis descriptivo de los datos moleculares para todas las accesiones evaluadas sin tener
en cuenta su origen informa que del total de las muestras evaluadas (n=133) se encontraron
siete duplicadas (Tabla 7) (Anexo 2). Todos los marcadores fueron polimérficos (100 por
ciento), cada uno amplificd hasta cuatro bandas con un promedio de 2 bandas por primer y
no se observaron bandas monomérficas. Sin embargo cuando se estratifico en funcién del
origen de las accesiones se observd que las muestras duplicadas correspondian a accesiones
del Altiplano. También se encontré una banda monomadrficas en el primer QAAT088 para

las accesiones de Valle Interandino (Tabla 7) (Anexo 3).



Tabla 7. Estadistica descriptiva para datos de marcadores

Resumen Total accesiones Cusco Puno
Muestras 133 23 110
Muestras duplicadas 7 0 7
Bandas (nimero) 20 20 20
Patron bandas duplicadas 0 0 0
Bandas monomorficas 0 1 0
Bandas polimorficas (%) 100 95 100
N° de primers 5 5 5

Los cinco loci SSR se caracterizaron mediante parametros de Heterocigosidad total (Ht),
numero de alelos por locus (A), alelos exclusivos o privados y el contenido de informacion

polimorfica (PIC) que se describe en la Tabla 8 (Anexo 2 y 3).

El promedio de alelos detectados por locus fue de dos con un total 20 alelos diferentes entre
todas las accesiones. El primer QAATO001 presento el valor de PIC més alto y QAATO088 el
valor mas bajo. Todos los primers tienen capacidad discriminatoria y contenido de
informacion polimorfica para reconocer que dos cultivares son distintos (Tabla 8) (Anexo
2). La menor probabilidad de que dos individuos compartan el mismo alelo (PDICMA), fue
encontrada para el primer QAAT022 y QAATO001. Este valor indica que ambos primers

pueden presentar un alto grado de confianza para la identificacion de lineas de Ch. quinoa.

La diversidad genética es una medida de variabilidad apropiada para poblaciones
endocriadas donde hay muy pocos individuos heterocigotas pero muchos tipos de alelos
diferentes que se encuentran en homocigosis. Ott (1992) considera a un locus como
marcador polimdrfico si su heterocigosis es > 0.1 y altamente polimérfico cuando H es >
0.7. Sobre la base de estos criterios, todos los loci SSR caracterizados fueron altamente
polimorficos (Tabla 8). Encontrar estos valores de polimorfismo es sumamente importantes
ya que permitirian discriminar individuos de Ch. quinoa estrechamente emparentadas.
Excepto el locus QAAT106, todos los loci presentaron al menos un alelo exclusivo con una
frecuencia relativa del cinco por ciento como minimo (Anexo 4) detectandose un total de 5

alelos.



Tabla 8. Locus, Heterocigosidad conteo directo (Ho), Heterocigosidad total (Ht), NUmero
de alelos (A) y media aritmética de los valores de Contenido de informacion polimorfica
(PIC)? e indice de informacion (1)2.

Locus Ho Ht A Alelps PIC |
exclusivos
QAATO001 0.30 0.87 4 1 0.32 (0.02) |0.43(0.01)
QAAT022 0.20 0.89 4 1 0.30 (0.03) | 0.41(0.01)
QAATO071 0.10 0.88 4 2 0.29 (0.04) |0.37 (0.01)
QAAT088 0.08 0.84 4 1 0.26 (0.05) | 0.36 (0.01)
QAAT106 0.05 0.90 4 - 0.29 (0.04) | 0.36 (0.01)
Total 20 5

2 NUmeros entre paréntesis corresponden a los valores de Error Estandar (EE)

La caracterizacion molecular muestra valores de heterocigosidad bastante similares entre los
diferentes estudios con un alto nivel de polimorfismo. El contenido de informacion
polimorfica (PIC) de los cinco loci SSR fue medio. El valor de Heterocigocis total (Ht)
obtenido fue mayor que lo citado por Mason et al. (2005), Jarvis et al. (2008) y Via (2015)
(0.57, 0.57 y 0.60 respectivamente). Por el contrario, Costa et al. (2012) obtuvieron un valor
de Ht=0.82 semejante al obtenido en este trabajo (0.87). Cuatro de los cinco loci SSR estan
localizados en diferentes grupos de ligamiento del mapa genético de quinua (Jarvis et al.,
2008) donde se ubicd un marcador por cromosoma lo que esta indicando independencia. El
namero promedio de alelos por locus fue de dos muy diferente al obtenido por otros autores,
pero a pesar de eso el valor de informacion polimdrfica a través del indice de Informacion

(1) refleja un amplio rango entre las accesiones similar a lo reportado por Costa et al. (2012).

En relacion a los trabajos de caracterizacion molecular de loci SSR en accesiones de Ch.
quinoa el promedio de alelos para accesiones de Peru fue mayor. Mason et al. (2005)
analizaron 31 accesiones con 208 SSR obteniendo un total de 818 alelos entre todas las
accesiones con un promedio de 4 por locus, mientras que Costa (2014) analiz6 80 accesiones
con 22 SSR detectando 553 alelos con un promedio de 25 alelos por locus. Como se puede
observar todos los autores mencionados encontraron mayor numero de alelos que los
detectados en este trabajo. Esto se debe principalmente a la forma utilizada para la
visualizacion de los productos de PCR ya que en este trabajo la separacion fue realizada en
geles de agarosa al dos por ciento, mientras que Mason et al. (2005) utiliz6 geles de agarosa

al tres por ciento y Costa (2014) utilizo geles de poliacrilamida para la separacion.



4.2.2. Diversidad genética de las accesiones y comparacion entre grupos

Se calcularon los patrones de diversidad alélica: heterocigosis insesgada de Nei (He), riqueza
alélica (Na) y el indice de informacion (1) y el porcentaje de loci polimérfico (P) para cada
accesion (Tabla 9) (Anexo 5). Los valores medios aritméticos de la heterocigosidad (He), el
porcentaje de loci polimdrfico y el indice de informacion fueron 0.86 (x 0.01 EE); 79 por
ciento (+ 0.02 EE) y 0,38 (* 5.0E®) respectivamente. Hubo una gama de diversidad genética
bastante interesante con un rango de He entre 0.64 a 0.94 para todos los loci y todas las
accesiones fuero polimdrficas siendo la accesion 35 la que presentd porcentaje de
polimorfismo (20 por ciento). La riqueza alélica presentd un valor promedio de 5.6 (+ 0.08
EE) alelos para todos los loci en toda la poblacion analizada. Las accesiones 107, 135y 160
mostraron la mayor riqueza alélica, el mayor indice de informacion con valores altos de He
(Tabla 9).

Sesenta y cinco por ciento de los alelos son compartidos entre ambas poblaciones, el 20 por
ciento son alelos exclusivos del Altiplano y el 15 por ciento restante alelos exclusivos de
Valles Interandinos. Ochenta por ciento de las frecuencias de los alelos en el grupo de Valle
Interandino fueron mayor a 0.1; el 10 por ciento mostraban frecuencias entre 0.1y 0.05 y el
10 por ciento menores a 0.05. En cambio en el grupo del Altiplano el 75 por ciento
correspondian a valores de frecuencia mayor a 0.1; el 20 por ciento entre 0.1y 0.05y el 5
por ciento menor a 0.05. Esos porcentajes elevados para los alelos con frecuencias mayores
a 0.1 son debido a una alta fijacion de ellos en la poblacién lo cual podria generar una cierta

divergencia entre las poblaciones (Slatkin y Barton, 1989 citado por Costa, 2014).

Las accesiones evaluadas procedentes de Altiplano presentaron mayor porcentaje de alelos
exclusivos y mayor porcentaje de heterocigosis lo que sugiere que dicha region presenta
mayor diversidad alélica. Via (2015) en su trabajo para accesiones de Valle Interandino y
Altiplano procedentes de Pert encontr6 mayor riqueza alélica en las accesiones de Valle
interandino en comparacion a las accesiones de Altiplano. Fuentes et al. (2009a) también
reportaron menor riqueza alélica en accesiones del Altiplano chileno comparando accesiones

de costa.
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Tabla 9. Patrones de diversidad genética para cada accesion

A0 Na | He | It | P [A) Na | He | It | P [A%™0| Na | He | It | P
1 | 5 |08|036| 1 | 50 | 6 |086|038| 08| 103 | 6 |087|035| 1
2 | 5 |08|035| 08| 51 | 7 |083/048| 1 | 104 | 7 |087|040| 1
3 | 6 (083|040 1 | 52 | 5 |084/036| 1 | 105 | 7 |087|042]| 1
4 | 5 |091/033| 08| 53 | 5 [090|041|08 | 207 | 7 [079|057| 1
5 | 6 |08|040| 08| 54 | 6 |086|041| 1 | 109 | 6 |084|043| 1
6 | 5 |090|031| 06| 5 | 6 |084/043| 1 | 113 | 6 |081|051| 1
7 | 5 |084|036| 1 | 56 | 6 [087]041| 08| 114 | 6 |086[047| 1
8 | 5 |087|034|08| 58 | 5 [093]032| 06| 116 | 7 |083|047]| 06
9 | 5 |088|033|08| 59 | 5 [087]036| 1 | 118 | 5 |086[043| 1
10 | 5 |087[034| 08| 61 | 6 |085[043| 1 | 119 | 7 |085|043| 08
11 | 5 |086[036| 1 | 62 | 6 |089|041| 06| 121 | 5 |084|043| 06
13 | 5 |088[033| 08| 63 | 6 |08|042| 08| 122 | 5 |084|043| 06
14 | 5 |084[037| 1 | 64 | 6 |087]039| 08 | 123 | 7 |086|039]| 06
15 | 5 [086[036| 1 | 65 | 6 |084]043| 1 | 125 | 7 |089|040| 06
16 | 5 [086[036| 1 | 66 | 6 |083]043| 1 | 127 | 8 |084|036]| 06
17 | 5 |089[035| 06| 68 | 6 |087|043| 08 | 129 | 6 |085|046]| 06
19 | 5 [090[034| 06| 69 | 6 |085[043| 08| 130 | 7 |089|032| 1
20 | 5 |088|035| 08| 71 | 6 |089|038| 08| 131 | 5 |092|033| 04
22 | 6 [085]042| 1 | 73 | 6 |083]044| 1 | 132 | 7 |090|043]| 06
23 | 5 [087]035|08| 76 | 5 |[092]030| 04| 133 | 6 (088|041 08
24 | 6 [088]039|08| 77 | 5 |088]035| 08| 134 | 6 |090|044]| 06
25 | 5 [088|035|08| 78 | 5 |087]035| 08| 135 | 7 |089(051| 06
26 | 5 [089]034|08| 8 | 5 |088]035| 08| 13 | 6 |091(040]| 06
28 | 5 [088]035|08| 8 | 5 |086[035| 08| 137 | 5 |089|045]| 06
31 | 6 |089|038| 06| 8 | 6 (083043 1 | 138 | 6 |093|030| 06
32 | 5 |09|033| 06| 8 | 5 |08|035| 06| 139 | 5 |091|042| 06
3 | 5 |090|035| 08| 8 | 6 |08|041| 06| 140 | 5 |089|041| 06
3% | 5 (094|032 02| 8 | 6 |087|041| 08| 142 | 6 |093|036| 0,8
3% | 5 |091|033| 04| 8 | 6 |08 |041| 08| 143 | 5 |087|045| 04
41 | 6 |090|041| 08| 8 | 7 |090/032| 1 | 144 | 6 |093|038| 1
42 | 5 |088[035/08| 9 | 5 [088]041| 04| 145 | 6 |092[033| 1
43 | 6 085|041 1 | 91 | 5 [084]049| 06 | 146 | 7 |093[037]| 06
44 | 5 |089[033|/08| 93 | 6 [094]031]| 08| 147 | 5 |091[033]| 06
46 | 5 |089|034|06| 95 | 6 (089|035 08| 148 | 6 |091[034]| 06
47 | 6 |086|042| 06| 9 | 5 [087]042| 08| 149 | 7 |087[041| 1
48 | 5 091|032/ 06| 98 | 5 [088|038| 08| 151 | 7 |092[032]| 1
49 | 5 |086|036| 08| 100 | 8 |089]035| 1 | 152 | 7 |084|043| 06




Tabla 9. Patrones de diversidad genética para cada accesion.

Continuacioén

Accesio | Na | He | 1t | P [ A0l Na e |y | p | A0 Ng | He | 1t | P

n n n
153 8 1084|043 | 08 | 161 5 089042 1 172 5 1067035 08
154 6 (089|045 0,6 | 162 5 0891033 1 175 6 066|029 1
155 5 089|033 08 | 163 4 086036 | 1 176 5 10,74|024| 08
156 5 |091]039]| 1 166 4 089033 05 | 177 6 |/070)|032]| 08
157 5 |087]048| 1 167 5 0,86 038 | 08 | 179 5 1069|029]| 06
158 087046 | 08 | 168 4 0711028 | 1 180 5 1069|029 1

091|044 08 | 170 4 0641043 | 1

| O

159

160 6 1088|050 | 1 171 5 067|035 1

Para comparar los valores de medias entre grupos de los estimadores de variabilidad
seleccionados se optd por las pruebas no paramétricas de Wilcoxon dado que esta es
apropiada en el caso de poseer solo dos grupos de poblaciones. Permite contrastar la
hipétesis nula de ‘no efecto de grupo’ versus la hipdtesis alternativa de diferencias entre
grupos. Si el valor p de la prueba es menor al nivel de significacion (o) seleccionado, los
datos sugieren el rechazo de la hipétesis nula indicando deferencias entre los grupos para la
medida de variabilidad analizada (Balzarini et al., 2010).

La Figura 13 muestra los perfiles promedios (con sus errores estandar) para cada una de las
medidas de variabilidad analizadas (diversidad genética, heterocigosis por conteo directo,
heterocigosis insesgada de Nei (He) y contenido de informacion polimorfica (PIC)). La
prueba de Wilcoxon sugiere que se acepte la hipotesis de igualdad entre grupos para todas
las medidas de variabilidad evaluadas (p > 0.05) (Anexo 6). No obstante, se observa una
diversidad genética promedio (0.655), He (0.658) y contenido de informacion polimorfica
(0.593) a favor de las accesiones provenientes de la region del Altiplano en comparacion a
las de Valles Interandinos. Pero la tendencia se invierte para heterocigosis por conteo directo
a favor de las accesiones de Valle Interandino (0.232). Esto indicaria que entre las accesiones

de este grupo se encuentra mayor nimero de heterocigotas.



0,674 0,307

0,647 }' 0,24

0,184

Diversidad genética
(=]
@
2
Heterocigosis (conteo directo)

0,59 0.137

T T
T T T N .
Altiplano valle Interandino Altiplano Valle Interandino

0,62

PIC

0,56

Heter.insesgada de Nei (He)

0,607 0,531

0,57

0,50

T T T T
Altiplano Valle Interandino Altiplano Valle Interandino

Figura 13. Perfiles promedios (con sus errores estandar) para cada una de las medidas de
variabilidad analizadas. Arriba: izquierda Diversidad genética y derecha heterocigosis
(conteo directo). Abajo: izquierda heterocigosis insesgada de Nei (He) y derecha Contenido

de informacion polimérfica (PIC). El promedio esta representado para cada origen.

4.2.3. Analisis de conglomerados
Los datos de marcadores genéticos no solo se usan para obtener distancias entre individuos
y/o estudios de variabilidad genética sino también para clasificarlos. El objetivo del anélisis
de conglomerados es formar grupos en donde los individuos en cada grupo sean lo més

parecido entre si que con los individuos de otro grupo (Balzarini et al., 2010).

Para visualizar las relaciones entre poblaciones segun su distancia se construyd un
dendrograma obtenido por el método de conglomerados UPGMA o0 encadenamiento
promedio (jerarquico). La Figura 14 muestra el agrupamiento de las accesiones en funcion
de la frecuencia genotipica y el distrito al cual pertenecen. La distancia media entre las
accesiones fue de 0.878 la que permitio diferenciar seis grupos, los cuales no siempre
guardaron relacién con la procedencia de las accesiones. Se puede apreciar a simple vista

tres bloques integrados por diferentes grupos y en algunos se puede apreciar sub grupos.



El primer blogue estaria integrado por el grupo 1 (G1) formado por las accesiones 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 13, 17, 22, 23, 24, 26, 28, 32, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 56, 61, 63, 65, 73, 76, 77, 82,
83, 84, 85, 90, 91, 98, 103, 104, 105, 107, 109, 113, 118, 119, 131, 134, 135, 136, 140, 149,
152,153, 167, 170, 171y 175 que se une a una distancia de 0.905, aproximadamente, con el
otro bloque. Por otro lado, el grupo 4 (G4), formado por las accesiones 1, 11, 25, 33, 35, 42,
44, 66, 68, 69, 87, 142, 143, 144, 145, 161 y el grupo 3 (G3) formado por las accesiones 2,
31, 36, 46, 47,78, 138, 177, 176 se unen a una distancia de 0.878. Ambos grupos se unen a
la misma distancia (0.897) con el grupo 2 (G2), formado por las accesiones 10, 14, 15, 16,
19, 20, 41, 43, 53, 54, 59, 62, 88, 100, 114, 146, 147, 151, 155, 157, 159, 162, 168, 172, 179
y 180y el grupo 5 (G5), integrado por 64, 71, 93, 132, 154, 156 y 158. Por ultimo, el grupo
6 (G6) constituido por las accesiones 58, 139, 148 se une, para finalmente agruparse con los
otros bloques a una distancia de 0.91 (accesiones en negrita corresponden a Valles

Interandinos).

Se observo en todos los grupos al menos una accesion que pertenecia al grupo de Valle
Interandino (nimero en negrita). Debido a eso no hay una clara diferenciacion de las
accesiones en grupos definidos por origen como se podia observar en el agrupamiento por
caracteres morfoldgicos (Figura 10 y 11). Esto quizas esté definido por la deriva génica, la
baja diversidad alélica entre las accesiones evaluadas, el alto porcentaje de alelos
compartidos entre ambas poblaciones y/o la proximidad geografica que permiten el traslado
de semillas de un lugar a otro con relativa facilidad. También se puede observar que tanto
en el G1 como en el G2 hay accesiones que no muestran distancia genética (igual a cero), es
decir que probablemente sean la misma accesion. Esto podria confirmar la deriva génica y/o
intercambio de semilla entre localidades ya que como se observa pertenecen a diferentes
distritos y provincias pero dentro del mismo departamento de Puno (ej. accesiones 152-153
y 9-13).

Ch. quinoa esta clasificada segun las zonas agroecoldgicas donde se cultiva por lo que se
podrian catalogar en grupos genéticos o ecotipos (Tapia, 1996; Fuentes et al., 2009a; Curti
etal., 2012; Costa, 2014). En este trabajo los grupos formados a nivel de la distancia genética
media no representan cada uno a un ambiente diferentes de la region aunque si lo

representaron en funcion de la distancia media de caracteres morfol6gicos.
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Via (2015) tampoco pudo encontrar relacién entre los grupos y la procedencia, indicando
que los grupos no estaban bien definidos y que probablemente esté relacionado con la no
existencia de estructura genética en su poblacién estudiada. Por el contrario, Costa et al.
(2012) encontraron agrupamiento de las poblaciones del Noroeste Argentino congruentes
con los diferentes entornos de origen: Valles Interandinos (himedos y secos), Altiplano
(Puna) y accesiones de transicion entre ambos ambientes. Por su parte, Fuentes et al. (2009a)
trabajaron con SSR para estudiar patrones de diversidad de accesiones de Chile (procedentes
del norte y del sur) obteniendo un agrupamiento de las accesiones en dos grupos o ecotipos:
Costero y Atiplano.

Figura 14. Dendrograma generado a partir de la matriz de distancia basada en el indice de
similitud de Jaccard. Se indica la distancia promedio = 0.878 (linea punteada), nivel al que

se forman seis grandes grupos: G1, G2, G3, G4, G5 y G6. Correlacion cofenética= 0,808



4.2.4. Analisis de coordenadas principales
Los dos primeros coordenadas del analisis de Coordenadas Principales (ACoP) de la matriz
de similitud explicaron el 14.8 por ciento y el 13.7 por ciento respectivamente. La Figura 15
muestra la configuracion de las accesiones en el plano definido por las dos primeras
coordenadas (CoP1 y CoP2). Las accesiones se ordenaron con un patron semejante al
observado en el ACP (Figura 10) donde se ve que la CoP2 agrupa en la parte superior las
accesiones de Valle Interandino y a su vez la CoP1 subdivide las accesiones de Valle

Interandino en dos subgrupos como lo observado en el dendrograma (Figura 11).

o
- ———

0,464 -

132

o
-
ke il
.
.
&
&
.
8

o
o1

0044 ~ 104 P ° 6 . 62 ’r

CoP 2 (13,1%)

-

CoP 1 (14,8%)

Figura 15. Ordenacién de las accesiones sobre las dos primeras coordenadas principales. Se
indican con circulos verdes (nimeros en negrita) accesiones de Valle Interandino y con
circulos azules (numeros sin negrita) las accesiones del Altiplano. Ovalo punteado indica

agrupamiento de accesiones de Valle Interandino.

Las representaciones en planos conformados por componentes o coordenadas principales no
siempre representan exactamente las relaciones que realmente existen entre los elementos
en el espacio multidimensional ya que solo son proyecciones planares de estas. Las
distancias en el plano pueden ser menor debido a deformaciones ocurridas en las
proyecciones. La técnica conocida como arbol de recorrido minimo (ARM) puede mejorar
las interpretaciones ya que permite identificar estas deformaciones (Arroyo et al., 2005

citado por Balzarini et al., 2010). Un ARM se construye como la coleccion de segmentos de



lineas rectas que conectan puntos de una ordenacion grafica sin formar circuitos cerrados.
Cada punto est4 conectado con el resto de manera directa o indirecta a través del conjunto

de segmentos.

El arbol de recorrido minimo (ARM) superpuesto en el ACoP (Figura 16) muestra las
relaciones entre las accesiones y el orden de unidn entre los grupos segun la semejanza entre
ellos lo que permite identificar cuales son las accesiones mas cercanas. EI ARM muestra que
muchas de las accesiones de Valles Interandinos (circulos verdes) tienen mas semejanza con
accesiones de Altiplano (circulos azules) como lo indico el dendrograma. Dichas semejanzas

estan representadas por la menor longitud de los segmentos que las unen.
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Figura 16. Ordenacion de las accesiones sobre las dos primeras coordenadas principales y
superposicion de arbol de recorrido minimo: segmentos de mayor longitud indican menor similitud
entre las accesiones. Se indican con circulos verdes las accesiones de Valle Interandino y con circulos

azules las accesiones del Altiplano.

Costa (2014), utilizando la técnica de ARM, le permitié identificar a qué grupo de los
identificados en el ACoP pertenecia una de las poblaciones por la menor longitud del

segmento.



4.2.5. Estructura genética de la poblacion
En base al origen (poblaciones) se realiz6 un anélisis de la varianza molecular (AMOVA).
Este sugiere que existe variabilidad genética o que al menos una de las poblaciones se
diferencia de la otra respecto al perfil molecular promedio (p<0.0001) y dentro de cada una
de las poblaciones también existe variabilidad genética (p<0.0001) (Anexo 7). El 92.38 por
ciento de la varianza se debi6 a la diferenciacion dentro de las poblaciones y el 7.62 por
ciento entre las poblaciones (p<0.0001). El coeficiente Fstse interpreta como la correlacion
de los individuos dentro de una misma poblacion relativa a la correlacion entre cualquier par
de muestras seleccionadas al azar del conjunto total (Balzarini et al., 2010). El valor bajo del
coeficiente Fst(0.08) indica que la diversidad genética dentro de las poblaciones es baja, pero
como es estadisticamente significativo sugiere que el factor origen produce una
estructuracion genética muy leve. La diferenciacion entre poblaciones de Valle Interandino
y Altiplano es moderada. Esto podria estar indicando presencia de deriva génica que puede

ser observada en el ACoP (Figura 15y 16).

El andlisis de la estructura genética mostré una débil diferenciacion entre las subpoblaciones.
Un valor Fst superior a 0.15 es considerado un indicador significativo de diferenciacion
genética entre sub-poblaciones (Frankham et al., 2002). Via (2015) en su trabajo obtuvo un
Fst con un valor de 0.06 mostrando un valor de diferenciacion bajo igual que el obtenido en
este trabajo (Fst=0.08). Costa et al. (2012) encontraron una estructura de agrupamiento por
region (Fr=0.183) y el indice de fijacion Fst (0.58) lo que muestra una gran diferenciacion
entre las poblaciones debido no solo a la deficiencia heterocigo6tica como resultado de su
sistema de reproduccion, si no también refleja la influencia de las practicas culturales, ya
que parte de las accesiones seleccionadas para este estudio consistieron en variedades locales
donadas por agricultores que informaron de su uso repetido durante largos periodos.
Ambientes contrastantes pueden haber contribuido durante un largo periodo al desarrollo de
una amplia diversidad genética de germoplasma de quinua adaptada a condiciones climaticas
muy diferentes. El efecto de los factores mediados por humanos, como las distintas culturas
que habitan los diferentes ambientes, o la influencia de las antiguas rutas de intercambio que
afectan a la distribucién del germoplasma, no pueden descartarse como factores que

contribuyen a esta estructura genética (Costa et al., 2012).
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4.3. Caracterizacion conjunta

Ciento treinta y tres de las 180 accesiones sembradas fueron caracterizadas previamente con
nueve variables morfo-fenolégicas (Tabla 2) segin lista de descriptores para quinua
definidos por Bioversity Internacional et al. (2013). La disponibilidad de estos datos
permitio realizar un analisis de caracterizacion conjunta y describir el patron de variacion
genotipica de las poblaciones a partir de una configuracion consenso. A partir de las
configuraciones obtenidas del ACP y del ACoP se realiz el analisis de Procrustes
Generalizado (APG). En paso previo se calculd la correlacion entre ambas matrices de
distancia derivadas de cada caracterizacion (Euclidea estandarizada para caracteres morfo-

fenoldgicas y Jaccard para caracteres molecular) a través del test de Mantel (Anexo 8).

El test de Mantel mostr6 que la correlacion fue baja (r=0.18) pero estadisticamente
significativa (p<0.0001) indicando complementariedad en la informacion de los dos tipos de

caracterizacion.

La aplicacion del APG en la caracterizacion de recursos genéticos permitié obtener un
analisis con mejor grado de agrupamiento de las accesiones en funcién de diferentes datos
pudiendo llegar a un consenso con variables que son muy diferentes entre si y que sin duda
aportan informacion complementaria. La Figura 17 muestra el ordenamiento consenso
obtenido para el conjunto de accesiones evaluadas. El primer eje explica el 59.4 por ciento
del consenso entre las variables morfo-fenoldgicas y las variables moleculares. El
ordenamiento consenso agrup6 las accesiones segun los ambientes de origen siendo
consistente con los ordenamientos observados en el ACoP (Figura 15) y ACP (Figura 10).
También este ordenamiento consenso ratifica la estructura que presentan las accesiones

evaluadas respecto a las caracteristicas del ambiente.

El uso de variables mixtas para caracterizar germoplasma genera resultados distintos pero
igualmente importantes y el uso de uno u otro dependera de los objetivos planteados. El
conocimiento de caracteristicas cualitativas en conjunto con variables moleculares hace
posible analisis de asociacion y optimiza el trabajo de los fitomejoradores (Costa et al.,
2011).
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Figura 17. Ordenacion consenso resultante del APG con variables morfologicas y
moleculares. Los puntos negros indican el consenso y circulos rojos indican accesiones de
Valle Interandino. El ovalo punteado indica agrupamiento de las accesiones de Valle

Interandino.

Costa (2014) también encuentra complementariedad entre la informacion que brindaron
ambas caracterizaciones. La correlacion que obtuvo en su investigacion del test de Mantel
(r=0.43) fue estadisticamente significativa y mucho mayor que la correlacion obtenida en
este trabajo (r=0.18). El agrupamiento de sus accesiones se correspondié con los ambientes
contrastantes presentes en el NOA ratificando también la estructura que presentan las
accesiones respecto a las caracteristicas del ambiente, resultando en diferentes ecotipos.

A mayor distancia entre los puntos y el consenso, mayor es la discrepancia de las
caracterizaciones (Figura 18 y 19). Las accesiones 159, 158, 180, 20, 175 fueron las que

presentaron mayor discrepancia entre ambas caracterizaciones.
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Figura 18. Ordenamiento consenso para las accesiones de Valle Interandino. Cuadrados
rojos indican las alineaciones entre las variables morfo-fenoldgicas y las variables

moleculares. Circulos negros indican el consenso.
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Figura 19. Representacion grafica del consenso para las accesiones de Altiplano. Cuadrados
rojos indican las alineaciones entre las variables morfo-fenolégicas y las variables

moleculares. Circulos negros indican el consenso.



V. CONCLUSIONES

e EIl germoplasma de quinua mostré amplio rango de variabilidad en las accesiones para
atributos morfo-fenoldgicos reflejando dicha variacion en torno al origen. La variabilidad

observada es prometedora desde el punto de vista de la mejora genética.

e La variacion encontrada en los rasgos morfolégicos es relevante para estudios
comparativos de accesiones de quinua de diferentes paises ya que se asocian con el lugar de

origen o su elevacion.

e Combinaciones de rasgos observados en las accesiones de Valle Interandino y Altiplano

fueron congruentes con las accesiones de origen similar en colecciones de Per( y Bolivia.

e El germoplasma caracterizado presento baja estructura genética en los diferentes niveles
estudiados. Aun asi las accesiones se agruparon en dos grupos agroecoldgicamente

diferentes: Altiplano y Valle Interandino.

e Las accesiones evaluadas procedentes de Altiplano presentaron mayor diversidad

genética debido a la presencia de mayor porcentaje de heterocigosis.

e La escasa diferenciacion genética entre las dos sub poblaciones estaria indicando la
presencia de deriva génica y el transporte de semillas de un lugar a otro, lo cual se vio

reflejado en los analisis genéticos que no mostraron un agrupamiento definido.

e Del total de marcadores moleculares microsatélites utilizados para la evaluacion de las
accesiones todos resultaron altamente polimorficos permitiendo distinguir accesiones

emparentadas y la evaluacién de la diversidad genética.

e Factores humanos como las distintas culturas que habitan los diferentes ambientes o la
influencia de las diferentes rutas de intercambio que afectan a la distribucion del
germoplasma, no pueden descartarse como factores que contribuyen a esta estructura

genética.



VI. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar la caracterizacion de las accesiones con una estrategia de
muestreo que abarquen diferentes provincias a fin de poder cubrir la principal region de
cultivo y utilizar un nimero de individuos que permitan detectar la variabilidad genética

inter e intra-poblacional y factible de caracterizar.

e Realizar la caracterizacion molecular en plantas individuales de cada poblacién o
accesion para estimar la variabilidad intra-poblacional para luego poder determinar el grado

de diferenciacion entre las poblaciones.

e Repetir el muestreo y genotipificacion con SSR en las muestras evaluadas utilizando

mayor numero de marcadores y visualizar los productos de PCR en geles de poliacrilamida.

e Realizar la caracterizacion fenotipica por lo menos dos afios consecutivos para disminuir
el efecto del ambiente sobre ellos y asegurar una mayor certeza en la correspondencia entre

los marcadores moleculares y morfologicos.
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VIiIl. ANEXO

Anexo 1. Datos de pasaporte de las accesiones evaluadas

Cﬁ\ﬂfo Ecotipos Provincia Distrito Localidad Altitud coi'?:;g(())ﬁ
C-287 Altiplano Chucuito Pomata Pomata 3915 65
C-266 Altiplano Melgar Ayaviri Ayaviri 3917 62
C-293 Altiplano Puno Puno Puno 3827 66
C-295 Altiplano Puno Puno Puno 3827 67
C-312 Altiplano Puno Puno Puno 3827 70
C-317 Altiplano Puno Puno Puno 3827 75
C-333 Altiplano Lampa Lampa Huarta choque 3964 80
C-328 Altiplano Puno Puno Puno 3827 78
C-331 Altiplano Melgar Nufioa Nufioa 3750 79
C-298 Altiplano El collao Ilave llave 3847 69
C-272 Altiplano Chucuito Juli Juli 3869 64
C-268 Altiplano Melgar Ayaviri Ayaviri 3917 63
C-315 Altiplano Puno Puno Puno 3827 73
C-316 Altiplano Puno Puno Puno 3827 74
C-318 Altiplano Puno Puno Puno 3827 76
C-263 Altiplano Puno Acora Checcachata 3850 61
C-321 Altiplano Lampa Lampa Cerropata 3964 77
C-313 Altiplano Puno Puno Puno 3827 71
C-314 Altiplano Puno Puno Puno 3827 72
C-296 Altiplano El collao Ilave llave 3847 68
C-445 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 108
Comunidad
C-457 Altiplano El collao Ilave camppesina 3878 111
jachiojo
C-458 Altiplano El collao llave Antamarca 3887 112
C-426 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 101
C-474 Altiplano Puno Acora Canchon 3827 117
C-481 Altiplano Sd Sd Sd sd 120
C-477 Altiplano Puno Pichacani Oqe huichinca 4028 118
C-436 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 106
C-461 Altiplano Puno Acora Cusini 3902 113
C-454 Altiplano El collao llave Carretera 3907 110
llave - tacna
C-427 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 102




Anexo 1. Datos de pasaporte de las accesiones evaluadas

Continuacién

Cddigo Ecotipos Provincia Distrito Localidad Altitud Cadigo
INIA costa 2015
Comunidad
C-453 Altiplano El collao llave campesina 3861 109
lacotuyo
C-434 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 104
C-471 Altiplano Puno Acora Quenafaja 3856 115
C-478 Altiplano Puno Vilque Kere - vilque 3846 119
C-432 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 103
C-438 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 107
C-473 Altiplano Sd Sd Sd sd 116
C-435 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 105
Comunidad
C-468 Altiplano El collao llave campesina 3907 114
ollaraya
C-158 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 23
C-175 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 35
C-163 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 26
C-168 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 31
C-161 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 24
C-172 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 33
C-183 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 38
C-171 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 32
C-164 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 27
C-165 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 28
C-173 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 34
C-166 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 29
C-167 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 30
C-177 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 36
C-155 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 21
C-162 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 25
C-156 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 22
C-192 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 40
C-184 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 39
C-178 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 37
C-485 Altiplano Sd Sd Sd sd 122
C-495 Altiplano Sd Sd Sd sd 128
Q-001 VaIIe. Cusco Slar.1 San gerénimo 3200 131
Interandino gerénimo
Valle . .
Q-054 . Anta Zurite Zurite 3400 140
Interandino
Valle San L.
Q-004 . Cusco L San gerénimo 3200 132
Interandino gerénimo
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Cadigo Ecotipos Provincia Distrito Localidad Altitud Cadigo
INIA costa 2015
C-488 Altiplano Sd Sd Sd sd 124
Q-014 VaIIe. Cusco S'ar‘1 San geréonimo 3200 136
Interandino gerénimo
C-493 Altiplano Sd Sd Sd sd 126
C-486 Altiplano Sd Sd Sd sd 123
Q-029 valle Calca Pisaq Cuyo chico 2900 137
Interandino
C-491 Altiplano Sd Sd Sd sd 125
Q-010 VaIIe‘ Cusco S,ar‘l San gerénimo 3200 134
Interandino gerénimo
C-526 Altiplano Sd Sd Sd sd 129
Q-038 Inte\:::fiino Calca Pisaq Cuyo grande 2900 139
C-494 Altiplano Sd Sd Sd sd 127
C-273 Altiplano Chucuito Juli Juli 3869 138
C-482 Altiplano Sd Sd Sd sd 121
Q-011 VaIIe. Cusco S’ar'l San gerénimo 3200 135
Interandino gerénimo
Q-005 VaIIe. Cusco S’ar'l San gerénimo 3200 133
Interandino gerénimo
C-527 Altiplano Sd Sd Sd sd 130
C-377 Altiplano Puno Acora Titijo 3827 90
C-391 Altiplano Puno Acora Wila kconccori 3827 97
C-374 Altiplano Chucuito | Huacullani Sin datos 3959 89
C-368 Altiplano Chucuito | Huacullani | Guitarrani patjja| 3959 86
C-363 Altiplano Chucuito | Huacullani JaCh;qu:CCO 3959 83
C-383 Altiplano Puno Acora Samajahuira 3827 92
C-348 Altiplano Puno Acora Huancconi 3827 82
C-372 Altiplano Chucuito | Huacullani Sin datos 3959 88
C-387 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 95
C-367 Altiplano Chucuito | Huacullani | Guitarrani patjja| 3959 85
C-392 Altiplano Puno Acora Challaccollo 3842 98
C-425 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 100
C-371 Altiplano Chucuito | Huacullani Sin datos 3959 87
C-382 Altiplano Puno Acora Sillaniamaya 3827 91
C-424 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 99
C-336 Altiplano Puno Acora Huancconi 3827 81
C-384 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 93
C-366 Altiplano Chucuito | Huacullani Huajahui 3959 84
C-388 Altiplano Puno Acora Katahm:utlpat” 3827 96
C-386 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 94
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Cddigo Ecotipos Provincia Distrito Localidad Altitud Cadigo
INIA costa 2015
C-148 Altiplano Chucuito Pomata Ampatiri 3833 18
C-267 Altiplano Puno Acora Culta 3841 17
C-125 Altiplano El collao llave Siraya 3884 6
C-111 Altiplano El collao llave Challacollo 3849 1
C-127 Altiplano El collao Pilcuyo Quety 3823 7
C-133 Altiplano El collao Pilcuyo Quety 3823 9
C-143 Altiplano Chucuito Juli Challa pampa 3880 13
C-136 Altiplano Chucuito Pomata Batalla 3885 10
C-142 Altiplano Yunguyo | Yunguyo Yunguyo 3826 12
C-121 Altiplano El collao Pilcuyo Quety 3823 4
C-153 Altiplano Chucuito Juli Challa pampa 3880 19
C-124 Altiplano El collao llave Siraya 3884 5
C-146 Altiplano Chucuito Juli Challa pampa 3880 16
C-141 Altiplano Yunguyo | Yunguyo Accari 3865 11
C-145 Altiplano Chucuito Juli Challa pampa 3880 15
C-154 Altiplano Yunguyo | Yunguyo Accari 3865 20
C-131 Altiplano El collao Pilcuyo Quety 3823 8
C-112 Altiplano El collao llave Challacollo 3849 2
C-115 Altiplano Chucuito Pomata Batalla 3885 3
C-144 Altiplano Chucuito Juli Challa pampa 3880 14
C-447 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 169
C-416 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 179
C-417 Altiplano Puno Acora Tucantani 3827 180
C-396 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 172
C-415 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 178
C-414 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 177
Negra | Altiplano sd sd sd sd 165
collana
Blanca |\ iolano sd sd sd sd 166
kancolla
Blanca 1 )tiplano sd sd sd sd 163
Taraco
C-412 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 175
C-437 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 167
Q-143 VaIIe. Canchis | San pablo San pablo 3550 161
Interandino
C-398 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 173
C-446 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 168
Negra | ajtiplano sd sd sd sd 164
Airampo
C-395 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 171
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Cadigo Ecotipos Provincia Distrito Localidad Altitud Cadigo
INIA costa 2015
C-411 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 174
C-413 Altiplano Puno Acora Sin datos 3827 176
C-291 Altiplano Puno Puno Puno 3827 162
C-448 Altiplano Puno Pichacani Laraqueri 3948 170
Q-101 valle Anta Anta Anta 3345 150
Interandino
Valle San
Q-082 . Calca San salvador 2900 145
Interandino salvador
Q-080 valle Calca San Sansalvador | 2900 144
Interandino salvador
C-275 Altiplano Puno Chucuito Chucuito 3871 141
Valle .
Q-128 Interandine Calca Pisaq Ampay 2900 157
Q-095 valle Anta Anta Anta 3345 147
Interandino
Valle .
Q-125 Interandine Calca Pisaq Ampay 2900 156
Q-062 valle Anta Zurite Zurite 3400 142
Interandino
Valle .
Q-133 . Canchis San pablo San pablo 3550 159
Interandino
C-281 Altiplano Chucuito Juli Juli 3869 149
C-282 Altiplano Chucuito Juli Juli 3869 152
Valle
-112 i 2 151
Q Interandine Calca Pisaq Ampay 900 5
Valle
-131 i 2 1
Q-13 Interandine Calca Pisaq Ampay 900 58
Valle San
Q-087 . Calca San salvador 2900 146
Interandino salvador
C-277 Altiplano Puno Chucuito Chucuito 3871 143
C-285 Altiplano Chucuito Pomata Pomata 3915 153
Valle
-11 i 2 1
Q-118 Interandine Calca Pisaq Ampay 900 54
Valle
-12 i 2 1
Q-124 Interandine Calca Pisaq Ampay 900 55
C-288 Altiplano El collao llave llave 3847 160
Q-097 valle Anta Anta Anta 3345 148
Interandino
C-238 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 48
C-241 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 49
C-254 Altiplano Puno Acora Culta 3841 56
C-255 Altiplano Puno Acora Culta 3841 57
C-224 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 43
C-246 Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 53
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INIA costa
2015
C-244 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 52
C-227 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 45
C-243 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 51
C-225 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 44
C-215 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 42
C-256 | Altiplano Puno Acora Culta 3841 58
C-258 | Altiplano Puno Acora Culta 3841 59
C-252 | Altiplano Puno Acora Culta 3841 55
C-197 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 41
C-237 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 47
C-251 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 54
C-242 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 50
C-262 | Altiplano Puno Acora Checcachata 3850 60
C-234 | Altiplano Puno Puno Unta - puno 3856 46
Anexo 2. Descriptiva para datos de marcadores
Poblacién en conjunto
Resumen Cantidad de casos
Muestras 133
Muestras duplicadas 7
Bandas (numero) 20
Patron bandas duplicadas 0
Bandas monomdrficas 0
Bandas polimorficas (%) 100
Primers S
Resumen por primer
Primer BP BM BT PMF(95) PIC E.E. AMP  PDICMA
POO1 4 0 4 1,00 0,32 0,02 32,52 4,5E-15
P022 4 0 4 1,00 0,30 0,03 28,01 8,1E-16
PO71 4 0 4 1,00 0,29 0,04 27,63 3,1E-14
P088 4 0 4 1,00 0,26 0,05 26,88 8,4E-12
P106 4 0 4 1,00 0,29 0,04 25,94 1,4E-14
Total 20 0 20 28,20 1,3E-68




Anexo 3. Descriptiva para datos de marcadores particionado por origen

Valle Interandino (CUSCO)

Resumen Cantidad de casos
Muestras 22
Muestras duplicadas 0
Bandas (numero) 20
Patron bandas duplicadas 0
Bandas monomérficas 1
Bandas polimorficas (%) 95
Primers 5
Resumen por primer
Primer BP BM BT PMF(95) PIC AMP PDICMA
P0OO1 4 0 4 0,75 0,27 32,95 1,3E-11
P022 4 0 4 1,00 0,32 35,23 5,6E-15
PO71 4 0 4 0,75 0,21 27,27 1,6E-08
P088 3 1 4 0,75 0,34 29,55 2,5E-11
P106 4 0 4 1,00 0,30 29,55 5,4E-15
Total 19 1 20 30,91 1,6E-58
Bandas monomorficas
Primer Banda Patroén
P088 A4 00000. ..
Altiplano (PUNO)

Resumen Cantidad de casos
Muestras 106
Muestras duplicadas 6
Bandas (numero) 20
Patrén bandas duplicadas 0
Bandas monomorficas 0
Bandas polimorficas (%) 100
Primers 5
Resumen por primer
Primer BP BM BT PMF(95) PIC AMP  PDICMA
POO1 4 0 4 1,00 0,30 32,08 2,0E-13
P022 4 0 4 1,00 0,27 26,42 4,5E-14
PO71 4 0 4 1,00 0,27 27,83 2,4E-12
P088 4 0 4 1,00 0,26 26,42 9,0E-12
P106 4 0 4 1,00 0,28 25,24 5,6E-14
Total 20 0 20 27,59 1,1E-62




y para cada poblacion.

Frecuencias alélicas relativas

# alelos en baja frecuencia dentro de cada poblacién

Anexo 4. Frecuencias alélicas relativas y frecuencia genotipicas relativas para cada primer

Locus Alelos In t;ﬁ::gino Altiplano Total
a1 0,318 0,155 0,184
OAATO0L a 0,545 0,175 0,240
as 0,114 0,165 0,156
a #0,023 0,505 0,420
a1 0,477 #0,048 0,129
OAATO22 a 0,250 0,383 0,358
as 0,136 0,404 0,353
au 0,136 0,165 0,159
a # 0,045 0,102 0,092
OAATOTL a # 0,068 0,500 0,424
as 0,205 0,320 0,300
au 0,682 #0,078 0,184
a 0,136 0,083 0,092
OAATOSS a 0,295 0,461 0,432
as 0,568 0,383 0,416
a #0 #0,073 0,060
a 0,136 0,340 0,304
a 0,409 0,388 0,392
QAATI06 2 0,364 0,194 0,224
a 0,091 0,078 0,080
Frecuencias genotipicas relativas
Locus Alelos Intgﬁgygino Altiplano Total
a1a1 0,273 0,107 0,136
Q132 0,045 - 0,008
Q133 0,045 0,010 0,016
CIEN - 0,087 0,072
OAATO0L asaz 0,409 0,107 0,160
233 0,182 0,029 0,056
GO 0,045 0,107 0,096
dads - 0,136 0,112
s - 0,019 0,016
s - 0,398 0,328




Frecuencias genotipicas relativas

Continuacion

Locus Alelos In tgigygino Altiplano Total
a1a1 0,318 0,032 0,086
a1az 0,045 0,011 0,017
a1a3 0,136 0,021 0,043
184 0,136 - 0,026
QAAT022 aaz 0,182 0,330 0,302
a3 0,045 0,074 0,069
a2a4 0,045 0,021 0,026
a3d3 0,045 0,340 0,284
a3ds - 0,032 0,026
ady 0,045 0,138 0,121
a1 0,045 0,078 0,072
a1az - 0,010 0,008
a1a3 - 0,039 0,032
aids - - -
QAATO71 aaz 0,045 0,466 0,392
aa3 - 0,029 0,024
a2a4 0,045 0,029 0,032
asa3 0,182 0,282 0,264
a3a4 0,045 0,010 0,016
agdy 0,636 0,058 0,160
aiar 0,045 0,078 0,072
a1dz 0,136 0,010 0,032
a1a3 0,045 - 0,008
A1y - - -
QAATO8S aaz 0,227 0,437 0,400
dods - - -
234 - 0,039 0,032
asa3 0,545 0,379 0,408
azdy - 0,010 0,008
Y - 0,049 0,040
a1a; 0,136 0,340 0,304
aidz - - -
d1as - - -
A1y - - -
azay 0,409 0,379 0,384
QAAT106 883 - 0,019 0,016
aads - - -
asa3 0,273 0,184 0,200
a3a4 0,182 - 0,032
CYE - 0,078 0,064




Anexo 5. indice de Informacion (1) y Heterocigosis insesgada de Nei (He) por accesion en

cada locus y para todos los loci Heterocigosis total (Ht) e indice de Informacion total (It).

QAATO0L | QAAT022 | QAATO7L | QAATO088 | QAATI06 | Total
ACCneSié I | He | 1 | He | 1 |He| 1 | He | 1 | He | Ht| it
1 | 034|094 |037] 08 | 036 |082| 036 | 0,83 | 0,37 | 085 |0,86 | 0,36
> | o020 | 098 |037] 087 | 036 |082| 036 | 0,83 | 0,36 | 091 |0,88 0,35
3 | 036|082 |037] 087 | 036 |082] 053 | 081 | 037 | 0,85 |0,83 0,40
4 | 034|094 037] 087 | 036 [082] 022 | 0,99 | 036 | 0,91 | 091033
5 | 068 | 079 |037] 087 | 022 [099] 036 | 081 | 0,36 | 0,91 |0,88] 0,40
6 | 036|082 |026] 098 | 022 |099| 036 | 0,81 | 0,36 | 091 |0,90 | 0,31
7 | o036 | 082 [037] 087 | 036 |082] 036 | 0,81 | 0,37 | 085 |0,84 0,36
8 | 036|082 |037] 087 | 022 [099] 036 | 081 | 037 | 0,85 |0,87 | 0,34
9o | o036 08 |037] 087 | 022 |099| 036 | 0,81 | 0,36 | 091 |0,88 0,33
10 | 036 | 08 |037] 087 | 022 |099] 036 | 083 | 037 | 0,85 | 087034
11 | 034 | 094 |037] 087 | 036 |0,82] 036 | 083 | 037 | 0,85 | 086036
13 | 036 | 08 |037] 087 | 022 [0,99] 036 | 081 | 036 | 0,91 |088] 0,33
14 | 036 | 08 |037| 088 | 036 |0,82] 036 | 0,83 | 037 | 0,85 | 084] 0,37
15 | 036 | 08 |037| 087 | 036 |0,91] 036 | 0,83 | 037 | 0,85 | 086 0,36
16 | 036 | 08 |037| 088 | 036 |0,91] 036 | 0,83 | 037 | 0,85 | 086 0,36
17 | 036 | 082 |037| 088 | 03L |0,97] 0,36 | 081 | 034 | 0,95 |089]035
19 | 036 | 08 |020] 098 | 036 |0,91] 0,36 | 083 | 034 | 0,95 | 090|034
20 | 036 | 082 [029] 098 | 036 |091] 036 | 0,83 | 037 | 0,85 |0:88 0,35
22 | 063 ] 092 [037] 08 | 036 |0,82] 036 | 081 | 037 | 0,85 | 085 ] 0,42
23 | 029 | 098 [037] 088 | 036 |082] 036 | 0,81 | 037 | 0,85 |0.87 0,35
24 | 063 | 092 [037] 08 | 036 |0,82] 036 | 0,81 | 020 | 0,99 | 0388 ] 0,39
o5 | 034 | 094 [037] 087 | 036 |082] 036 | 0,83 | 034 | 095 |0:88 0,35
26 | 034 | 094 |029] 098 | 036 |082] 036 | 0,81 | 036 | 091 | 089 0,34
28 | 034 | 094 [037] 08 | 036 |082] 036 | 081 | 034 | 095 |0:88 0,35
31 | 029 | 098 [037] 08 | 036 |0,82] 053 | 0,82 | 034 | 0,95 | 089 0,38
32 | 034 | 094 [026] 098 | 036 |0,82] 036 | 0,81 | 034 | 0,95 | 0,90 0,33
33 | 034 094 |037] 087 | 036 |091] 036 | 0,83 | 034 | 095 | 0,90 | 0,35
35 | 029 | 098 |029] 098 | 0,31 |097| 036 | 0,83 | 0,34 | 095 |0,94 | 0,32




Anexo 5. indice de Informacion (1) y Heterocigosis insesgada de Nei (He) por accesion en
cada locus y para todos los loci Heterocigosis total (Ht) e indice de Informacion total (It).

Continuacioén

QAATO001 QAATO022 | QAATO71 QAATO088 QAAT106 Total

Accesio
n

36 029 | 098 |0,29| 098 | 0,36 (082| 0,36 | 0,81 | 0,34 | 0,95 | 0,91 0,33
41 0,60 | 094 |037| 087 | 036 (091| 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 | 0,90 | 041
42 034 | 094 |037| 088 | 0,36 (0,82| 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,88]|0,35
43 036 | 082 |037| 087 | 058 (09| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,85| 0,41
44 034 | 094 |037| 087 | 036 (082| 0,36 | 0,83 | 0,20 | 0,99 | 0,89 | 0,33
46 029 | 098 |037| 087 | 0,36 |082| 0,36 | 0,81 | 0,34 | 0,95 |0,89|0,34
47 029 | 098 |0,74| 0,75 | 0,36 |082| 0,36 | 083 | 0,34 | 0,95 | 0,86 | 0,42
48 029 | 098 |037| 088 | 0,36 |091| 036 | 0,81 | 0,20 | 0,99 | 0,91 0,32
49 0,36 | 0,82 |037| 088 | 0,36 |082| 0,36 | 081 | 0,34 | 0,95 | 0,86 | 0,36
50 0,36 | 0,82 |063| 086 | 0,36 |082| 0,36 | 0,81 | 0,20 | 0,99 | 0,86 | 0,38
51 o071 0777 |037| 08 | 0,36 |082| 058 | 081 | 0,36 | 0,91 |0,83|0,48
52 0,36 | 082 |037| 088 | 0,36 (082| 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,84 0,36
53 0,36 | 082 |037| 088 | 036 (091| 058 | 0,99 | 0,36 | 0,91 | 0,90 | 0,41
54 0,36 | 082 |037| 088 | 058 (09| 036 | 0,81 | 0,36 | 091 | 0,860,441
55 068 | 0,79 |037| 0,88 | 0,36 (082| 0,36 | 0,83 | 0,36 | 091 | 0,840,443
56 0,65 | 080 |037| 087 | 031 (097| 036 | 0,81 | 0,36 | 091 | 087|041
58 031|097 |037| 087 | 036 {091| 0,22 | 0,99 | 0,36 | 0,91 |0,93 0,32
59 0,3 | 0,82 |037| 088 | 0,36 |091| 0,36 | 081 | 0,36 | 0,91 | 0,87 | 0,36
61 068 | 0,79 |037| 0,88 | 0,36 |091| 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 |0,85|0,43
62 031097 |029| 098 | 0,36 |091| 0,36 | 0,83 | 0,70 | 0,80 | 0,89 | 0,41
63 068 | 0,79 |037| 087 | 0,31 |0,97| 036 | 081 | 0,37 | 0,85 | 0,86 | 0,42
64 0,36 | 0,82 |063| 086 | 0,36 |082| 0,22 | 099 | 0,37 | 0,85 | 0,87 | 0,39
65 071|077 |037| 08 | 0,36 |091| 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,84 |0,43
66 0,71 | 0,77 |037| 087 | 0,36 (082| 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,83 0,43
68 0,71 | 0,77 |037| 087 | 0,36 (091| 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 | 0,87 0,43
69 036 | 082 |0,74| 0,75 | 0,36 (091| 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,85|0,43
71 034 | 094 |063| 08 | 036 (082| 0,22 | 0,99 | 0,37 | 0,85 | 0,89 0,38
73 036 | 082 |0,74| 0,75 | 0,36 (0,82| 0,36 | 0,83 | 0,36 | 0,91 [0,83|0,44
76 031|097 |0,26| 098 | 0,22 (099| 0,36 | 081 | 0,37 | 0,85 |0,92|0,30
77 031|097 |037| 08 | 0,36 |082| 0,36 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,88 0,35
78 029 | 098 |037| 087 | 0,36 |082| 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |0,87 0,35
82 031|097 |037| 087 | 0,36 |082| 0,36 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,88 0,35
83 031|097 |037| 087 | 036 |082| 036 | 081 | 0,37 | 0,85 | 0,86 | 0,35

| He | He | He | He | He Ht It




Anexo 5. indice de Informacion (1) y Heterocigosis insesgada de Nei (He) por accesion en
cada locus y para todos los loci Heterocigosis total (Ht) e indice de Informacion total (It).

Continuacioén

QAATO001 QAATO022 | QAATO71 QAATO088 QAAT106 Total

Accesio
n

84 068 | 0,79 |037| 087 | 036 (082| 036 | 081 | 037 | 0,85 |0,83|0,43
85 031|097 037|088 | 036 (082| 036 | 081 | 0,34 | 0,95 |0,88 0,35
86 0,36 | 0,82 |063| 086 | 0,31 (097| 036 | 0,83 | 0,36 | 0,91 |0,88| 0,41
87 068 | 0,79 {029 | 098 | 0,36 (082| 036 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,87|041
88 0,36 | 0,82 |066| 0,85 | 0,31 (097| 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,86 | 0,41
89 0,3 | 0,82 |037| 088 | 031 (097 0,36 | 0,83 | 0,20 | 0,99 | 0,90 | 0,32
90 031 097 |066| 085 | 036 (091 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,88 | 0,41
91 0,36 | 082 |066| 08 | 036 (091 0,36 | 0,81 | 0,70 | 0,80 | 0,84 | 0,49
93 029 | 098 |037| 088 | 036 (091 0,22 | 0,99 | 034 | 0,95 | 094|031
95 034 | 094 |037| 088 | 031 (097| 036 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,89 | 0,35
96 068 | 0,79 |037| 088 | 036 (091| 036 | 081 | 0,34 | 0,95 |0,87|0,42
98 068 | 0,79 {029 | 098 | 0,36 (082| 0,36 | 0,81 | 0,20 | 0,99 |0,88| 0,38
100 0,36 | 0,82 {029 098 | 0,36 (091| 0,36 | 0,83 | 0,36 | 0,91 |0,89 0,35
103 0,36 | 0,82 {029 098 | 036 (082| 036 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,87|0,35
104 0,71 | 0,77 |037| 088 | 0,36 (082| 0,22 | 0,99 | 0,36 | 0,91 |0,87|0,40
105 0,71 | 0,77 |037| 087 | 031 |097| 036 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,87|0,42
107 068 | 0,79 |0,74| 0,75 | 0,72 |0,73| 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,79 | 0,57
109 o711 o577 |037| 087 | 036 (082 0,36 | 0,83 | 0,36 | 0,91 | 084|043
113 0,71 | o577 |0,74| 0,75 | 0,36 (082| 0,36 | 0,83 | 0,36 | 0,91 | 0,810,551
114 0,65 | 0,80 |037| 0,88 | 058 (09| 036 | 0,83 | 0,36 | 091 | 0,86 | 0,47
116 03 | 082 |0,74| 0,75 | 0,36 (091| 053 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,83 | 0,47
118 03 | 082 |037| 087 | 0,67 (088 0,36 | 0,81 | 0,36 | 0,91 | 0,86 | 0,43
119 0,71 | 0,77 |037| 087 | 036 (091| 036 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,85|0,43
121 0,71 | 0,77 |037| 087 | 036 (091| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |0,84|0,43
122 0,71 | 0,77 |037| 087 | 0,36 (091| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |0,84|0,43
123 068 | 0,79 037 088 | 036 |082| 036 | 0,81 | 0,20 | 0,99 |0,86 | 0,39
125 068 | 0,79 |037| 088 | 0,22 (099| 053 | 0,81 | 0,20 | 0,99 |0,89 | 0,40
127 0,36 | 0,82 |037| 088 | 036 (082| 036 | 0,81 | 0,37 | 0,85 |0,84| 0,36
129 0,71 | o577 |066| 08 | 036 (082 0,36 | 0,83 | 0,20 | 0,99 | 0,85 0,46
130 0,3 | 082 |0,29| 098 | 0,36 (0,82| 0,36 | 0,81 | 0,20 | 0,99 | 0,89 | 0,32
131 034 | 094 |029| 098 | 031 (097| 0,36 | 0,81 | 0,36 | 0,91 | 0,92 0,33
132 063 | 092 |026| 098 | 031 (097 0,58 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,90 | 0,43

| He | He | He | He | He Ht It




Anexo 5. indice de Informacion (1) y Heterocigosis insesgada de Nei (He) por accesion en
cada locus y para todos los loci Heterocigosis total (Ht) e indice de Informacion total (It).

Continuacioén

QAATO001 QAATO022 | QAATO71 QAATO088 QAAT106 Total

Accesio
n

133 0,71 | 0,77 | 0,26 | 0,98 | 0,36 |091| 036 | 0,81 | 0,34 | 0,95 |0,88| 0,41
134 034 | 094 |063| 086 | 031 (097| 058 | 0,81 | 0,34 | 0,95 |0,90| 0,44
135 063 | 092 |05 | 09 | 068 (0,79| 0,36 | 0,81 | 0,34 | 0,95 |0,89| 0,51
136 034 | 094 |063| 086 | 031 (097| 036 | 0,81 | 0,34 | 0,95 |0,91|0,40
137 034 | 094 |063| 08 | 036 (091| 036 | 0,81 | 054 | 0,94 |0,89|0,45
138 029 | 098 |029| 098 | 036 (082| 0,22 | 0,99 | 0,36 | 0,91 |0,93|0,30
139 031 097 |037| 087 | 031 [097| 058 | 0,81 | 0,54 | 0,94 | 091 0,42
140 0,65 | 091 |037| 087 | 031 (097| 036 | 081 | 0,36 | 0,91 | 0,89 0,41
142 034 | 094 |026| 098 | 031 [097| 0,36 | 0,83 | 0,54 | 0,94 | 0,93 | 0,36
143 036 | 082 |066| 0,8 | 0,72 |0,73| 0,17 | 1,00 | 0,34 | 0,95 | 0,87 | 0,45
144 034 | 094 |056| 09 | 031 (097 | 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,93| 0,38
145 034 | 094 |037| 087 | 0,22 {099 0,36 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,92|0,33
146 031|097 |026| 098 | 036 |091| 0,36 | 0,83 | 0,54 | 0,94 |0,93]| 0,37
147 031|097 |026| 098 | 036 (091| 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |[0,91|0,33
148 031|097 |037| 087 | 031 (097| 036 | 0,83 | 0,36 | 0,91 [0,91|0,34
149 029 | 098 |037| 088 | 068 (0,79| 036 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,87| 0,41
151 031|097 026 09 | 031 (097| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |0,92 0,32
152 0,36 | 0,82 |037| 088 | 068 (0,79| 036 | 0,81 | 0,36 | 0,91 |0,84|0,43
153 0,36 | 0,82 |037| 0,88 | 0,68 [0,79| 0,36 | 0,81 | 0,36 | 0,91 | 0,84 | 0,43
154 0,71 077 |063| 0,86 | 0,31 [097| 0,22 | 0,99 | 0,37 | 0,85 | 0,89 | 0,45
155 031|097 |026| 098 | 036 {082 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,89 | 0,33
156 063 | 092 |026| 098 | 031 (097 | 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,91 0,39
157 034 | 094 |066| 0,8 | 0,67 (088 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,87 | 0,48
158 063 | 092 |037| 088 | 036 {091 0,58 | 0,82 | 0,37 | 0,85 | 0,87 | 0,46
159 060 | 094 |05 | 09 | 031 (097| 0,36 | 0,83 | 0,37 | 0,85 (0,91 |0,44
160 063 | 092 |0,74| 0,75 | 058 (09| 017 | 1,00 | 0,37 | 0,85 |0,88| 0,50
161 034 | 094 |0,74| 0,75 | 0,31 |097| 036 | 0,83 | 0,34 | 0,95 |0,89 | 0,42
162 0,36 | 0,82 |037| 088 | 036 (091| 017 | 1,00 | 0,37 | 0,85 |0,89|0,33
163 0,36 | 0,82 |037| 088 | 036 (091| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 |0,86| 0,36
166 0,36 | 0,82 |037| 088 | 036 (091| 017 | 1,00 | 0,37 | 0,85 |0,89|0,33
167 0,36 | 082 |029| 098 | 0,36 {082 053 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,86 | 0,38
168 0,31 | 0,97 | sd sd 0,36 (091 036 | 083 | 0,37 | 0,85 |0,71| 0,28

| He | He | He | He | He Ht It




Anexo 5. indice de Informacion (1) y Heterocigosis insesgada de Nei (He) por accesion en
cada locus y para todos los loci Heterocigosis total (Ht) e indice de Informacion total (It).

Continuacién

QAATO001 QAATO022 | QAATO71 QAATO088 QAAT106 Total

Accesio
n

170 0,68 | 0,79 | sd sd 0,72 |0,73| 0,36 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,64 |0,43
171 0,68 | 0,79 | sd sd 0,36 |082| 036 | 0,83 | 0,36 | 0,91 | 0,67 0,35
172 0,68 | 0,79 | sd sd 0,36 |091| 036 | 0,83 | 0,37 | 0,85 | 0,67 |0,35
175 0,36 | 0,82 | sd sd 0,36 (0,82| 036 | 0,81 | 0,37 | 0,85 | 0,66 0,29
176 0,29 | 0,98 | sd sd 0,36 (0,82| 0,17 | 1,00 | 0,36 | 0,91 |0,74| 0,24
177 0,29 | 0,98 | sd sd 0,58 (081| 036 | 0,83 | 0,36 | 0,91 |0,70| 0,32
179 0,36 | 0,82 | sd sd 0,36 |(091| 036 | 083 | 0,36 | 0,91 |0,69]0,29
180 0,36 | 0,82 | sd sd 0,36 (091| 036 | 083 | 0,36 | 0,91 |0,69]0,29

| He | He | He | He | He Ht It

Anexo 6. Medidas de diversidad genética

Estadistico puno cusco Total
Loci polimorficos(95) 1,000 1,000 1,000
Diversidad genética 0,655 0,598 0,688
Heterocigosis promedio 0,121 0,236 0,138
Heter.insesgada de Nei 0,658 0,612 0,691
# promedio de alelos 4,000 3,800 4,000
.— Prueba de Wilcoxon para la comparacién de pares de medias

(Diversidad genética)
Nivel alfa para las pruebas individuales = 0,0500

Grupos Medias n

puno 0,655 5 A

cusco 0,598 5 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
(Heterocigosis) (Ho)

Nivel alfa para las pruebas individuales = 0,0500

Grupos Medias n

cusco 0,236 5 A

puno 0,121 5 A

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

(Heterocigosis insesgada de Nei)(He)
Nivel alfa para las pruebas individuales = 0,0500)

Grupos Medias n

puno 0,658 5 A

cusco 0,612 5 A

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

Nivel alfa para las pruebas individuales = 0,0500)

Grupos Medias n

puno 0,593 5 A

cusco 0,538 5 A

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



Anexo 7. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA)

Cuadro de Analisis de la VVarianza

FV . SC  dl CM _ p-valor Iter## Comp.Var. Porcentaje
Origen 1,30 1 1,30 <0,0001 4000 0,03 7,62
Dentro 39,79 105 0,38 <0,0001 4000 0,38 92,38
Total 41,09 106 0,39 0,41 100,00

Distancias: Jaccard (sqrt(1-S))

Coeficientes de correlacion

Coeficientes Estimacién valor p
Phi_ST 0,08 <0.0001
Phi Origen 0,08 <0.0001

Anexo 8. Prueba de Mantel

Coeficientes de correlacion lineal entre matrices

1 2
1 1,00
2 0,18 1,00

p-valores para los coeficientes de correlacion lineal entre matrices

1 2

1 R =




