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RESUMEN

El objetivo principal fue determinar la diversidad y la diferenciacidén genética poblacional
del germoplasma de quinua peruana, perteneciente a la Coleccion Nacional del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA). Para ello, se caracterizd de forma inicial 25 loci
microsatélites en 75 accesiones de quinua del departamento de Puno que corresponden al
ecotipo altiplano. Una vez culminado este paso se compar0 la diversidad genética del
altiplano con 75 accesiones provenientes de los valles interandinos (departamentos de
Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho) mediante la caracterizacion de 22 loci
microsatélites. Una vez caracterizada cada accesion se determiné la riqueza alélica, la
heterocigosidad (como medida de diversidad), el porcentaje de loci polimérficos (%P) v el
numero de alelos privados. Acorde con uno de los objetivos principales del estudio para
lograr estimar el valor de la diferenciacién genética poblacional entre los ecotipos de los
valles interandinos y del altiplano se calculd las distancias genéticas entre los ecotipos
expuestos y para ello se uso el estadistico Fst de Wright. Asimismo, fue de gran ayuda el
uso de los métodos de analisis multivariados tales como, los algoritmos de analisis de
componentes principales (PCA) y el andlisis discriminante de componentes principales
(DPCA) para representar la distribucion esta diversidad presente en las accesiones. El
analisis adicional basado en el modelamiento Bayesiano también evalud el grado de
diferenciacion entre estos ecotipos, revelando que ambos ecotipos comparten un acervo en
comun, pero presentan una diferenciacion significativa estimada por el porcentaje (%) de
alelos privados y por el grado de pertenencia de cada accesion a un agrupamiento o ecotipo.
En este trabajo se ha demostrado que 25 marcadores microsatélites resultan ser altamente
polimorficos en la poblacion de 75 accesiones de quinua del departamento de Puno con un
numero total de alelos encontrados n=296. Este nimero de alelos varia segun el loci
marcador en un rango de 2 (QCA14) a 40 (QGAAOQ01). El promedio de alelos fue de n=11.8
alelos por marcador en las accesiones del departamento de Puno, mientras que el promedio
de alelos en las accesiones de valles interandinos fue n=12. Se determind que existe una
diferenciacion y agrupamiento en dos cluster correspondiente a los ecotipos de los valles
interandinos y del altiplano. Sin embargo, dentro del altiplano (Puno) no se evidencié un
agrupamiento genético basado en las distancias geogréaficas, o debido a la cercania de las
provincias estudiadas. Se demuestra que la mayor diferenciacion de la quinua peruana
presente en la Coleccion Nacional del INIA puede estar influenciada en gran medida por el

ambiente y la variabilidad y distribucion de las poblaciones modificada por las condiciones
Vi



agroecoldgicas presentes en las regiones. Finalmente, gracias a la caracterizacion con 22
marcadores moleculares microsatélites se determina un grado de diferenciacion poblacional

moderada igual a Fst 0.066 para los ecotipos del altiplano y de los valles interandinos.

Palabras claves: Chenopodium quinoa Willd, microsatélites, diversidad genética,

diferenciacion genética, riqueza alélica.
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ABSTRACT

The aim was to determine the diversity and population genetic differentiation germplasm
Peruvian quinoa belongs to the National Collection at National Institute Agrarian Innovation
(INIA). Thus initially, 75 accessions of quinoa Puno department (highlands ecotype) were
characterized with 25 loci microsatellite. Once this step is completed, the diversity found in
highlands (Puno) was compared with 75 other accessions from interandean valley
(departments of Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho) through the characterization 22
loci microsatellite. Then, once each accession was characterized, the allelic richness, the
heterozygosity (as a measure of diversity), the percentage of polymorphic loci (% P) and the
number of private alleles were determined. In agreement with one of the main objectives of
the study to estimate the population genetic differentiation value between the interandean
valley and highland ecotypes, the genetic distances between ecotypes was calculated by
using Wright Fsr statistic. Also, was very helpful the use of multivariate analysis methods
which included algorithms principal component analysis (PCA) and discriminant analysis
principal component (DPCA) to represent distribution of genetic diversity and
differentiation present in accessions. The additional analysis based on Bayesian modeling
also evaluated the degree of differentiation between these ecotypes, revealing that both
ecotypes shared an estimate in the percentage, but presented a significant differentiation for
the percentage of membership of each access to a grouping or ecotype. In this work it has
been demonstrated that 25 microsatellite markers are highly polymorphic in the population
of 75 quinoa accessions from Puno department of with a total number of alleles found n =
296. This number of alleles varies according to the marker loci in a range of 2 (QCA14) to
40 (QGAAOQ01). The average of alleles was n = 11.8 alleles per marker in the accessions of
department Puno, while the average of alleles in the accessions of inter-Andean valleys was
n = 12. It was determined that there is a differentiation and grouping in two clusters
corresponding to the ecotypes of the interandean and highland valleys. However, within the
altiplano (Puno) there was no evidence of a genetic grouping based on geographical
distances, or due to the proximity of the provinces studied. It is shown that the greater
differentiation of Peruvian quinoa present in the National Collection of INIA can be
influenced to a large extent by the environment and the variability and distribution of the
populations modified by the agroecological conditions present in the regions. Finally, the

characterization with 22 microsatellite molecular markers determined a degree of moderate
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population differentiation equal to Fst 0.066 for the ecotypes of the altiplano and the
interandean valleys

Keywords: Chenopodium quinoa Willd, microsatellites, genetic diversity, genetic
differentiation, allelic richness.



I. INTRODUCCION

La quinua es una especie de gran importancia economica en el altiplano andino de
Sudamérica debido a su valor nutricional. Posee un excelente balance de carbohidratos,
lipidos y proteinas, también posee los 20 amino&cidos esenciales en la dieta humana,
oligoelementos y vitaminas (Vega-Galvez et. al., 2010). Su cultivo en Sudamérica
comprende parte de Bolivia, Per(, Ecuador, Colombia, Argentina y Chile (Ruas et. al.,
1999). No obstante, debido a la gran diversidad genética existente esta logrando una exitosa
introduccién en Norteamérica, Europa y Australia (Bazile, 2013; Rojas et al., 2013). La
quinua muestra caracteristicas adaptativas en condiciones extremas de clima, suelo y

resistencia a estres bidtico (Gomez, 2012; Tapia, 2013).

La diversidad genética de la quinua se evidencia en la morfologia de la planta, en sus colores,
formas y adaptaciones a diferentes condiciones ambientales y edafolégicas (Gomez, 2012).
“La conservacion y proteccion de la enorme diversidad genética de la quinua debe
agradecerse a los campesinos indigenas de los pueblos andinos quienes desde hace miles
de afios con sus conocimientos tradicionales, sus practicas agrondmicas sustentables y su
labor en armonia con la naturaleza han permitido que el cultivo sea aprovechado por las
actuales y futuras generaciones” (FAO, 2011). Actualmente, los bancos de germoplasma
son los reservorios de esta biodiversidad y deben utilizarse como fuentes de genes para el

mejoramiento de los cultivos (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Los bancos de germoplasma preservan la diversidad genética requerida para procesos futuros
de fitomejoramiento. Pero, sin el conocimiento de los rasgos mantenidos en los bancos de
germoplasma, éstos sélo se convierten en museos de accesiones de plantas (Ortiz, 2013). La
biologia molecular ofrece como herramienta la caracterizaciobn molecular basada en

marcadores de ADN. Su uso permite describir los rasgos o variaciones de las accesiones de



los bancos de germoplasma en términos de caracteristicas de alta heredabilidad, evitando
que la informacion sea influenciada por el medio ambiente. Debido a la importancia de
mejorar el conocimiento con respecto al origen de las colecciones de quinua, en Sudamérica,
ya existen importantes colecciones que vienen siendo caracterizadas molecularmente con
resultados esclarecedores (Castillo et al., 2007; Christensen, et al., 2007; Fuentes et al.,
2008, Costa et al., 2014). En el Per(, se estan realizando esfuerzos para caracterizar
molecularmente la diversidad genética dentro de la Coleccidn Nacional de quinua mantenida

en el banco del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA).

El Pert esta llamado a la puesta en valor de este recurso impulsando y fortaleciendo la
investigacion sobre el conocimiento de la biodiversidad de quinua. En el pasado, la
diversidad genética de quinuas de origen peruano fue estudiada usando descriptores
morfolégicos y agronémicos cualitativos y cuantitativos (Rissi y Galwey, 1989b; Ortiz et.
al., 1998). A pesar de ello, estas caracteristicas muestran desventajas en la evaluacion de la
diversidad genética, ya que son limitadas en nimero y usualmente estan influenciadas por el
ambiente. Sin embargo, la anterior limitacion puede ser superada mediante el uso de
marcadores moleculares de ADN para la caracterizacion (Gupta y Varshney, 2000; Banerjee,
etal., 2012).

Los marcadores moleculares de ADN son usados para estudiar la diversidad genética en
numerosos cultivos (Mohammadi y Prasanna, 2003). Los mas utilizados son los RAPDs
(Polimorfismo amplificado al azar), AFLPs (Polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados) y SSR (Secuencias simples repetidas o microsatélites). Los microsatélites al
mostrar un mayor polimorfismo, presentar codominancia, ser multialélicos, reproducibles y

economicamente mas rentables, son los ideales para estudios de diversidad genética.

Este trabajo tiene como objetivo caracterizar molecularmente 75 accesiones de quinua del
departamento de Puno (ecotipo altiplano) que pertenecen a la Coleccion Nacional de quinua
del INIA usando 25 marcadores microsatélites. A su vez, busca comparar la diversidad
encontrada con la diversidad de otras 75 accesiones del ecotipo de valles interandinos para

dilucidar la distribucion de la diferenciacion genética presente en las quinuas peruanas.
2



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacion taxondémica de la quinua

La quinua pertenece a la familia Amaranthacea (Kadereit et al., 2003) y al género
Chenopodium. Este género se caracteriza por poseer un numero basico de cromosomas igual
a x=9 y ser poco estudiadas, en su mayoria son especies no cultivadas de amplia distribucién
mundial. EI género agrupa mas de 120 especies clasificadas en 16 secciones (Aellen y Just,
1929) siendo Chenopodium quinoa Willd. (quinua) la especie méas importante desde el punto
de vista econdmico. Los posibles parientes silvestres de la quinua son Chenopodium
carnosolum, C. petiolare, C. pallidicaule, C. hircinum, C. quinoa subsp. melanospermum y
C. ambrosoides incisum (Mujica y Jacobsen, 2006). Recientemente, se encontrd que C.
album, C. ficifolium, C. standleyanum también son grandes aportantes al genoma de la
quinua (Kolano et al., 2011).

Segun ITIS, (2011) la clasificacion taxonémica de la quinua es:

Reino: Plantae
Subreino: Viridaeplantae
Infrareino: Streptophyta
Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Infradivision: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Caryophyllanae
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Willd.


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=202422
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846492
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846494
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846496
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846504
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846505
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18063
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=846539
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=19520

2.2. Caracteristicas botanicas

Se reproduce por via sexual mediante semilla botanica y es una especie principalmente
autdgama. Las investigaciones de Gandarillas, (1979) para cultivos de quinua en el altiplano
han reportado que los porcentajes de cruzamiento natural varian de 1.5% hasta 9.9% con
distancias de separacion entre plantas de 20 m y 1 m respectivamente. Asimismo, Lescano,
(1994) encontr6 5.7% de alogamia y 94.3% de autogamia, mientras que otras investigaciones
sefialan una tasa de hibridacion natural de 10-17% (Spehar y Santos, 2005). Se comprueba
que la condicion de autogamia depende de las caracteristicas en la morfologia, de la
floracién, de aspectos genéticos, de la influencia del ambiente y de la presencia de vectores

de polinizacion (Risi y Galwey, 1984; Spehar y Santos, 2005).

La descripcion morfolégica de la quinua peruana es una fuente importante de informacion.
Se han descrito diferentes colores de planta, tamafios y formas caracteristicas que permiten
asociarlas con ecotipos. Por ello Gémez, (2012) estudié la morfologia y sefial6 que las

quinuas peruanas varian ampliamente existiendo una gran diversidad de genotipos.

2.2.1. Raiz

La raiz es pivotante y vigorosa. Puede llegar a medir 0.5m de profundidad o mas

dependiendo del genotipo, profundidad del suelo y la altura de planta.

2.2.2. Tallo

El tallo es cilindrico a la altura del cuello de la planta y angular a la altura donde nacen las
primeras hojas y ramas, pueden existir dos tipos: a) ramificado (ramificaciones laterales de
igual o mayor tamafio al principal), b) sencillo (solo con tallo principal donde destaca
claramente la inflorescencia), el color del tallo puede ser verde con axilas coloreadas de

purpura o rojo desde la base (Figura 1a).



2.2.3. Hojas

Las hojas son polimorfas en la misma planta, las hojas inferiores tienen forma triangular o
romboidal y las superiores son lanceoladas o triangulares y méas pequefias. Pueden estar
cubiertas de una pubescencia rica en oxalato de calcio de color rojo pdrpura o blanco (Figura
1b).

2.2.4. Inflorescencias

La inflorescencia de la quinua es una panoja. En funcién a la posicién de los glomérulos se
consideran tres tipos: amarantiforme, glomerulada e intermedia. Pueden variar de 15-90 cm
en longitud y ser de color verde, amarillo, naranja, rosado, rojo, granate, lilay negro (Figura
2).

2.2.5. Flores

Las flores pueden ser hermafroditas o pistiladas. Las hermafroditas en el glomérulo ademas
de ser apicales, sobresalen frente a las pistiladas que se encuentran en la parte inferior. De
acuerdo al genotipo la proporcion de distribucién de flores hermafroditas y pistiladas en una
panoja es variable, razén por la cual la polinizacion cruzada puede ocurrir con mayor o

menor frecuencia (Figura 1c).

2.2.6. Fruto

El fruto es un aquenio cubierto por el perigonio. El color del fruto esta dado por el perigonio
y se asocia frecuentemente con el color de la planta pudiendo ser verde, purpura o rojo. El
pericarpio del fruto que estd pegado a la semilla, presenta alvéolos y en algunas variedades
se puede separar facilmente. En esta parte se encuentra la saponina pudiendo ser eliminada

con cierta facilidad.



2.2.7. Semilla

La semilla esta envuelta por el episperma en forma de una membrana delgada. EI embrién
esta formado por los cotiledones y la radicula que constituyen la mayor parte de la semilla
que envuelve al perisperma como un anillo. El perisperma es almidonoso y normalmente de
color blanco. Existen tres formas de granos: cénicos, cilindricos y elipsoidales. Pueden tener
los bordes afilados o redondeados. Las quinuas cultivadas casi siempre tienen el borde

afilado, mientras que las silvestres los tienen redondeados (Figura 3).



a) El color del tallo puede ser b) Las hojas son alternas y estan

verde, amarillo, rojo, purpura, formadas de peciolos y ldmina.

naranja o verde con estrias Los peciolos son mas largos y

verticales de otra coloracion. acanalados en hojas del tallo
principal. Las hojas tienen tres
venas principales que se
originan del peciolo.

¢) La quinua es ginomonoica (con
flores hermafroditas y pistiladas en
la misma inflorescencia). Las flores
se agrupan en glomérulos y estan
conformadas por un perigonio
sepaloide, gineceo con ovario
elipsoidal. El tamafio de las flores
varia dependiendo del tipo de flor.

Figura 1: Diversidad de formas, colores y caracteristicas en quinuas peruanas

FUENTE: Gomez y Eguiluz, 2011.



Figura 2: Tipos de ramificacién en las inflorescencias de quinua: intermedia, compacta
y laxa (De izquierda a derecha)
FUENTE: Gomez y Eguiluz, 2011.

Figura 3: Diversidad de colores en los granos de quinua en accesiones peruanas
FUENTE: Gomez y Eguiluz, 2011.



2.3. Caracteristicas genéticas de la quinua

Genéticamente, la quinua es una especie alotetraploide (2n=4x=36) que pertenece a un
complejo de taxones que incluye formas silvestres, invasivas y domesticadas de toda la
region de América en zonas templadas y subtropicales. La quinua muestra un patrén de
herencia disémica (Gandarillas, 1968; Simmonds, 1971; Risi y Galwey, 1984; Bonifacio,
1990; Ward, 2000, 2001; Maughan et al., 2004, Palomino et al., 2008), pero en casos menos
frecuentes también se reportd herencia tetrasomica (Ward, 2000). Por otro lado, la quinua
presenta un genoma haploide relativamente pequefio de sélo 967 millones de pares de
nucleétidos aproximadamente (Maughan et al., 2004). Segun informes recientes, se estima
que la quinua tiene un tamafio de genoma haploide (valor 1C) de aproximadamente 1,48-
1,62 pg. (Bhargava et al., 2007; Palomino et al., 2008; Kolano et al., 2012), también se
demostrd una variacion intraespecifica limitada del tamafio del genoma (5,9%).

2.4. Aspectos evolutivos de la quinua

Restos de quinua en Sudamérica se encontraron en centros arqueoldgicos que datan de hace
mas de 5,000 antes de Cristo (A.C.) en Ayacucho (Uhle, 1919; Tapia, 1979; Dillehay et al.,
2007) y de 3000 A.C. en Chinchorro (Chile) (Nufez, 1970, Tapia, 1979). Asimismo, se
conoce que la quinua fue cultivada en las culturas precolombinas; por los incas durante el
Imperio Incaico, por los indigenas de la region de Araucaria entre Argentina y Chile y por
los Chibcha en el norte de Colombia (Pulgar Vidal, 1954; Tapia, 1979). Sin embargo,
Pearsall, (2008) documenta a través de investigaciones arqueoldgicas y arqueobotanicas que
el cultivo de quinua pudo empezar mas fehacientemente alrededor de 3000 A.C en los Andes
centro-sur gracias a los estudios de datacion radiocarbonica directa en la quinua

arqueoldgica. Con ello se ha demostrado su cultivo y produccién ancestral.

Resulta importante conocer que, el origen de la quinua fue inicialmente descrito en la region
andina de Sudamérica entre Cuzco (Per() y Potosi (Bolivia), pues se encontré un mayor
namero de variedades locales alrededor del lago Titicaca entre Per( y Bolivia (Grandarillas,
1968; Ruas et al., 1999). Por ello, algunos autores han denominado a esta region como el

centro de diversidad genética (Risi y Galwey, 1989; Ruas et al., 1999; Christensen et al.,
9



2007). Sin embargo, recientes investigaciones sobre las bases genéticas permiten afirmar
que la quinua existié como dos acervos génicos distintos: a) La quinua del altiplano andino
con su complejo de malezas asociadas (C. quinoa ssp. milleanum Aellen, también conocida
como C. quinoa var. melanospermum Hunziker) y b) quinua costera o de las tierras bajas del
centro y sur de Chile (entre el pueblo mapuche que vive al sur del rio Bio Bio), este tltimo,
al parecer representaria el segundo gran centro de diversidad de quinua (Fuentes et al., 2008;
Jellen et al., 2011). Con estos resultados se evalta la complejidad del manejo del cultivo en
Sudamérica y se ha establecido hipotesis acerca de como fue el intercambio de semillas en

las poblaciones antiguas (Figura 4).

Asi como Jellen et al. (2011) describié un segundo centro de diversidad para la quinua en
Chile; Costa Tértara et al. (2012) estudiando accesiones provenientes del noroeste de
Argentina con marcadores microsatélites indicé que: “una cantidad de diversidad mucho
mayor a la previamente conocida esta presente en las quinuas de la precordillera y las tierras
bajas subtropicales del este de Argentina que bordean las zonas de el Gran Chaco y la Pampa
en Argentina”. Este estudio destaca nuevos posibles patrones de movimiento del
germoplasma de quinua antiguo y moderno en la region de Bolivia-Argentina-Chile (Figura
4).

Una de las dudas cientificas planteadas sobre la quinua fue identificar las especies que han
aportado significativamente a su genoma. Ya que, este aporte confirié y definid su
adaptacion a diferentes condiciones agroclimaticas, su tolerancia a la salinidad o la
resistencia a la sequia y al frio (Gonzalez y Prado 1992; Espindola y Rodriguez 1988;
Maughan et al., 2009; Morales, et al., 2011, Fuentes et al., 2014). En la busqueda de resolver
esta inquietud, algunos grupos de investigacion han tenido como objetivo principal
identificar a los posibles ancestros diploides (Figura 5). Las investigaciones han mostrado
a través de evidencias moleculares que los ancestros diploides de la quinua son C.
berlandieri y C. album de Eurasia. Esta afirmacién se basa en el secuenciamiento
comparativo de genes para la sintesis de ARN ribosomal (Maughan et al., 2006). Por otro

lado, Kolano et al. (2011) demostré que C. berlandieriy C. album muestran gran homologia
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en la secuencia repetitiva especifica 18-24J analizada mediante la técnica de FISH? (FISH-
Hibridizacion de regiones de minisatélites repetidos). Ambos estudios sefialan que la quinua
posee un genoma en comun con C. berlandieri y C. album. Otros estudios recientes
relacionados a la comparacion de secuencias de los genes nucleares de bajo numero de
copias, tales como los genes SOS13, GLN-14, GBSSI®, FTL2° y secuencias del genoma en el
cloroplasto trnH-psbA’ indican que; los dos ancestros diploides de la quinua provendrian de
Ameérica del Norte y Eurasia, siendo el donante de citoplasma el ancestro del Nuevo Mundo
(Jellen et al., 2014).

Por otro lado, la interrogante acerca de los eventos de erosion genética en la especie se
resuelve a través de la evidencia molecular, sugiriendo que cuatro eventos de cuello de
botella genéticos se generaron a lo largo del tiempo (Jellen et al., 2011). EI primer y més
grave evento se produjo en el paso de la poliploidizacién inicial cuando los dos ancestros
diploides de la quinua se hibridizaron. El segundo evento ocurrié cuando la quinua fue
domesticada a partir de sus parientes tetraploides silvestres a través de largos ciclos de
intercambio de semillas y cultivo en nuevos territorios y climas. Posteriormente, el tercer
evento se considera un cuello de botella socioldgico, que comenzé hace mas de 400 afios
durante la época de la conquista espafiola, época donde la quinua fue estigmatizada
culturalmente como alimento para las comunidades indigenas (Cusack, 1984). Finalmente,
Fuentes et al. (2012) considera un cuarto evento de cuello de botella causado por la

migracion humana de las zonas rurales de los altos Andes a los centros urbanos y hacia las

1 Secuencias repetitivas en los cromosomas de Chenopodium quinoa.

2 FISH o hibridacién fluorescente in situ. Técnica citogenética de marcaje de cromosomas o regiones que se
requieran identificar y visualizar.

3 8081 (del inglés Salt Overly Sensitive 1). Es un locus esencial para el mantenimiento de la homeostasis en
el transporte de Na*/K*. La funcion del gen SOS1 es regular la expresion en plantas frente a la respuesta de un
estrés por NaCl.

4 GLN-1 (Glutamine synthetase). Gen de la glutamina sintetasa, enzima clave para la asimilacion y el
reciclamiento de amonio en plantas.

5 GBSSI (Granule Bound Starch Synthase 1). Gen que codifica una enzima clave de la sintesis de almidon y
determina la acumulacion de amilosa en los granulos de almidén.

® FTL2 (Flowering LocusT like —FTL). Pertenece a una familia de genes cruciales para la regulacion de la
floracion en angiospermas.

" trnH-psbA. Es una region del cloroplasto que comprende un espaciador intergénico. Se ha utilizado en
muchos estudios de codigo de barras de ADN y recientemente es una herramienta popular en estudios
filogenéticos moleculares a bajo nivel taxonémico.
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regiones de cultivo de coca de la pre cordillera oriental, dando lugar a campos de quinua

abandonados y la pérdida de germoplasma de quinua.

Los resultados producto de las investigaciones esclarecen el largo proceso evolutivo y la
adaptacion sufrida por la especie. Actualmente, entendiendo estos fendmenos, se pretende
realizar un mejor manejo genético y agronomico. Se busca conservar el germoplasma y

aprovecharlo en post de garantizar la seguridad alimentaria.
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La quinua fue cultivada en las culturas
precolombinas; por los incas durante el
Imperio Incaico, por los indigenas de la
region de Araucaria entre Argentina y Chile
y por los Chibcha en el norte de Colombia.
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Figura 4: Posibles patrones de movimiento del germoplasma de quinua antiguo y

moderno en la region de Bolivia-Argentina-Chile

El conocimiento que hoy en dia se tiene sobre la amplia diversidad de quinua adaptada a diferentes zonas
geogréficas y climas es gracias a los avances en el estudio de la diversidad genética. Los estudios en Per(,
Bolivia, Chile y Argentina van consolidando la descripcion de los procesos de domesticacion, dispersion, flujo
e intercambio de germoplasma de quinua. A su vez, van planteando nuevos retos para el mejoramiento de la
quinua

FUENTE: Fuentes et al., 2012.
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Figura 5: Hipotesis de la evolucion de la quinua y sus parientes silvestres
FUENTE: Kolano et al., 2011.



2.5. Distribucion geogréfica del cultivo y migracién a otros continentes

El cultivo de la quinua esta en continua expansion y ya alcanza una produccion en mas de
70 paises. En el 2009, se registraron 83,000 hectareas de quinua a nivel mundial siendo los
mayores productores Per( y Bolivia en la region andina, estos paises representan mas del
90% de la produccion en el mundo. Luego, contintan en la lista, Estados Unidos, Ecuador,
Argentina y Canada que totalizan cerca del 8% de los volumenes globales de produccion.
Para el 2011, la produccion en la regién andina fue de aproximadamente 80,000 toneladas
(t) (FAO, 2013). Sin embargo, cerrando el afio 2014, el Per( se convirtié en el primer
productor de quinua con 114,300 t de produccion superando a Bolivia. Este logro se alcanzé
por la promocidn de la gastronomia peruana y principalmente al incremento de tierras

cultivadas que vienen generando mayores rendimientos (MINAGRI, 2015).

Internacionalmente, la trascendencia del cultivo de quinua alcanza paises como Francia,
Inglaterra, Suecia, Dinamarca, Holanda e Italia. En los Estados Unidos se produce en
Colorado y Nevada, en Canada se cultiva en las praderas de Ontario. Mientras que, en Africa,
exactamente en Kenia, la semilla mostré altos rendimientos (4 t/ha). Asimismo, se
comprueba que en el Himalaya y las planicies del norte de la India el cultivo puede
desarrollarse con éxito y con un buen rendimiento, tal como se visualiza en la Figura 6 (FAOQ,
2013).

La difusion del cultivo de quinua ha estado apoyada por las fuertes relaciones entre
instituciones de investigacion que comparten su material genético y la comprension del papel
que juega su biodiversidad. Por otro lado, hay un claro reconocimiento que las variedades
locales de quinua y la amplia diversidad descrita se ha mantenido por préacticas
agroecoldgicas desarrolladas principalmente a través del manejo de una agricultura familiar
en los pueblos de la region andina, estas practicas deben valorarse y conservarse (Bazile,
2014). Por ello, el desarrollo del cultivo de quinua en territorios de todo el mundo plantea la
posibilidad para convertirlo en una garantia en la seguridad alimentaria mundial sin

menoscabar la agrobiodiversidad existente.
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Figura 6: Distribucion mundial del cultivo de quinua

Principales paises que conservan colecciones de germoplasma de quinua ex-situ dentro y fuera de la region andina, sefialando que Peru y
Bolivia mantienen el mayor nimero de colectas almacenadas.

FUENTE: FAO, 2011.



2.6. Distribucién y ecotipos de la quinua en Peru

En el Perd, para el afio 2014 se registraron 68,037 ha de quinua con una produccion dedicada
al autoconsumo y a la exportacion (MINAGRI, 2015). Actualmente, el cultivo se extiende
en departamentos altoandinos, de costa y de selva. Los principales departamentos dedicados
al cultivo con gran éxito son: Amazonas, Ancash, Apurimac, Arequipa, Ayacucho,
Cajamarca, Cusco, Huancavelica, Huanuco, Junin, La libertad, Lima, Piura, Puno y Tacna.
En la Figura 7 se muestra la distribucion de quinuas estudiadas en este trabajo y que son
mantenidas por el INIA. Gracias a la extension del cultivo, el Pert logré posicionarse como
el primer productor a nivel mundial en el 2014 con 114,300 t de produccion, registrando un
incremento de 114% frente al afio 2013, cuya produccidn fue de 52,100 t (MINAGRI, 2015).

Como sefialan las cifras estadisticas, se ha observado un elevado incremento de las &reas
cosechadas y de la produccion del cultivo, fruto del boom en los mercados internacionales y
del impulso durante el “Afio Internacional de la Quinua, 2013”. El Pert cuenta con una gran
diversidad de genotipos que han respondido al éxito del posicionamiento de este cultivo.
Una de las instituciones encargadas de mantener la Coleccion Nacional de Quinua es el
Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) quien conserva las accesiones

representativas y las viene caracterizando a nivel morfoldgico y molecular (INIA, 2014).

Convencionalmente, existe una clasificacion de quinuas de acuerdo a la distribucion
geografica y la adaptacion a diferentes ambientes realizada por Tapia, (1979). Este autor las
clasificd en los ecotipos: quinuas de valles interandinos, del altiplano, de los salares, del
nivel del mar y de las yungas. En Perd se encuentran los ecotipos valles interandinos y del
altiplano. Se ha demostrado que las condiciones ecologicas diferentes permitieron la
evolucion y la dotacion de caracteres propios a estos grupos de accesiones. A continuacion,

la descripcion de los ecotipos de quinua de Perd.
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2.6.1. Quinuas de Valles Interandinos

Son plantas adaptadas desde los 2500 a 3500 msnm, se caracterizan por un desarrollo de
altura de planta hasta 2,5 m 0 méas y con muchas ramificaciones. La inflorescencia es laxa y
normalmente presentan resistencia al mildiu (Peronospora farinosa). Este grupo de quinuas
se cultivan en forma intercalada con maiz en 5 a 6 surcos transversales, como cultivo de

bordes de otros cultivos, o en forma dispersa en el mismo campo (Tapia, 1979).

2.6.2. Quinuas de Altiplano

Estas plantas crecen y desarrollan entre los 3600 a 3800 msnm en la regidn que corresponde
al altiplano Peruano-Boliviano. Se cultivan en areas mayores como cultivos puros o unicos.
En la region del altiplano se encuentra la mayor variabilidad del cultivo y se producen los
granos de uso mas especializados. Las plantas logran alcanzar una altura entre los 0,5a 1,5
m con un tallo que termina en una panoja principal y por lo general compacta. En este grupo,
se encuentra el mayor numero de variedades mejoradas, y los materiales se comportan como

susceptibles al mildiu cuando son sembrados en zonas de mayor humedad.

Otros autores como Risi y Galwey (1989b) también han reportado que accesiones colectadas
alrededor del lago Titicaca eran distintas a las colectadas en valles interandinos.
Similarmente, Wilson (1987) indicd que la variacién entre poblaciones de quinuas de los
Andes seguia una tendencia latitudinal, con relativamente altos niveles de variacion en
Bolivia y el Sur de Per(. Analisis morfoldgicos y datos electroforéticos también sugieren un

enfoque por ecotipos para la clasificacion de las variantes locales.

Equiluz et al. (2012) caracteriz6 parametros agronémicos y de calidad de los ecotipos de
quinuas de valles interandinos y del altiplano peruano. Este estudio comprendio el anélisis
de 50 accesiones de valles y 35 accesiones del altiplano. Sus resultados mostraron
variabilidad para los caracteres ciclo de vida, altura de planta, rendimiento, contenido de
proteina, contenido de saponina y respuesta al mildiu. Se encontré que la mayor variacion

en el ecotipo de valles esta dada por el ciclo de vida, altura de planta y respuesta frente al
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ataque del mildiu. Mientras que, la mayor diferenciacion entre los dos ecotipos estd basada
en la altura de planta y el ciclo de vida (floracion).

Asimismo, en Puno los agricultores realizan practicas agrondémicas para evitar el dafio
causado por las granizadas e incrementar la tolerancia a los vientos durante las estaciones de
crecimiento. Seleccionan variedades locales con suficiente area foliar para garantizar la
fotosintesis y con grandes inflorescencias para obtener semillas grandes. Por ello, las
accesiones colectadas y cultivadas muestran alto rendimiento de grano, temprana floracion,
largas inflorescencias y una menor altura de plantas que accesiones colectadas de otros
lugares. Al parecer existe una clara correlacion entre la altitud y los principales descriptores
morfoldgicos y agrondmicos de caracter cuantitativo, que poseen un control poligénico,
distinguiendo los patrones de adaptacion, tanto en el altiplano como en los valles
interandinos. Eguiluz et al. (2012).
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MAPA DE DISTRIBUCION DE LAS ACCESIONES DE QUINUA ESTUDIADA
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Figura 7: Mapa de la distribucion de las accesiones de quinua conservadas por el INIA
estudiadas en el presente trabajo
FUENTE: INIA, 2013.



2.7. Uso de marcadores moleculares en estudios de caracterizacion y diversidad
genética vegetal

La biologia molecular ha contribuido de manera significativa en el analisis de la diversidad
genética de colecciones de germoplasma facilitando la clasificacion exacta de accesiones y
la generacion de colecciones ndcleo en numerosos cultivos como: trigo (Triticum aestivum
L.), arroz (Oryza sativa L.), maiz (Zea mays L.), cebada (Hordeum vulgare L.) y soya
(Glicine max) gracias a la posibilidad de determinar el polimorfismo con marcadores
basados en ADN: RFLPs (Restriction Fragment Length Polimorphism), RAPDs (Random
Amplified Polimorphism DNA), AFLPs (Amplified Fragment Length Poplimorphism)
SSRs (Simple Sequence Repeat) o microsatélites (Mohammadi y Prasanna, 2003). Estos
marcadores moleculares no son influenciados por el ambiente y muestran ventajas frente a

los descriptores morfologicos (Gupta y Varshney, 2000).

El polimorfismo de estos marcadores de ADN se define por las diferentes bandas o loci
polimorficos. Los RFLPs y SSRs establecen estimaciones indirectas de la divergencia de
nucleotidos debido a la fragmentacion especifica del ADN y su expresion codominante. Los
RAPDs en cambio son marcadores dominantes. Se conoce que no existe un marcador ideal,
pero se determind que los marcadores SSR 0 microsatélites son uno de los mas robustos y

polimérficos (Hajeer et al., 2000).

Los SSR o microsatélites son regiones del genoma constituidas por repeticiones en tandem
de 1 a 6 pares de bases (pb) de un motivo de ADN, flanqueadas por secuencias de copia
Unica. Su polimorfismo se basa en el nimero de repeticiones presentes que se traducen en
diferencia de tamario (pb) entre los fragmentos (alelos) amplificados. Los SSR se distribuyen
a través de todo el genoma de un organismo tanto en regiones codificantes como no
codificantes. Su uso muestra mayor reproducibilidad y bajo costo (Chawla, 2000; Ellegren,
2004).
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Otra ventaja del uso de los microsatélites es que proveen informacion relevante en la
identificacion de unidades de conservacion y en la investigacion de procesos genéticos que
tuvieron lugar en las poblaciones, tales como flujo de genes, la generacién de grupos
genéticos y la incidencia de la deriva génica mediante el anlisis de diferentes parametros
(Oliveira et al., 2006).

Los microsatélites son muy empleados en plantas silvestres y cultivadas por su naturaleza
codominante y alto poder informativo. Estos son capaces de detectar procesos micro

evolutivos recientes y en curso (Knowles, 2009).

El empleo de marcadores moleculares para la caracterizacion del germoplasma vegetal asi
como la estimacion de parametros genéticos (grado de heterocigosis, flujo de genes y
diferenciacion genética de unidades taxonémicas) en poblaciones conservadas ha tomado un
rol creciente en la evaluacion y manejo de los recursos genéticos vegetales conservados en
los Bancos de Germoplasma a nivel mundial (FAO, 2014). Luego de realizar la
caracterizacion es posible la evaluacion de la variabilidad genética buscando definir cuales
son las relaciones genéticas y las distancias entre los individuos que poseen el potencial para

aprovecharse (Spooner et al., 2005).

Carrera et al. (2004) y Ortiz, (2013) sostienen que la informacion generada por los
marcadores resulta en una aplicacion importante para conocer en primer lugar donde debe
colectarse, en segundo lugar qué intercambios realizar. Luego, qué accesiones conservar
(identificar duplicados o reducir accesiones redundantes), en cuarto y ultimo lugar como
monitorear posibles cambios en la composicién genética si ocurrieran durante la
multiplicacién o preservacion en los bancos (Tabla 1). En resumen, el conocimiento del nivel
de diversidad genetica de la coleccion y la definicion de una distribucion eficiente posibilita

dotar de mejores recursos genéticos a los agricultores.
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Tabla 1: Bancos de accesiones de germoplasma de quinua en Latinoamérica

; Numero de
Pais Conservado en: : Fuente
accesiones
e Fundacion PROINPA, Facultad .
Bolivia de Agronomia de la Universidad | mas de 2,700 Castillo etal.,
2007
de La Paz y Oruro
¢ INIAF - Instituto Nacional de
Innovacion Agropecuaria y 3.178 FAO WIEWS,
Forestal accesiones 2013
Chile e Instituciones publicas y privadas | méas de 200 2912 WIEWS,
_ o Banpo Base del INTA !nstituto _ FAO WIEWS.,
Argentina Nacional de Investigaciones 492 accesiones 2013
Agropecuaria, Argentina
e Departamento Nacional de
Recursos Fitogenéticos y
Biotecnologia del INIAP _ FAO WIEWS,
Ecuador (Instituto Nacional de 673 accesiones 2013
Investigaciones Agropecuarias,
Ecuador)
e Banco de germoplasma de la
_ Corporacion  Colombiana  de _ FAO WIEWS,
Colombia Investigacion Agropecuaria en | 28 accesiones 2013
Tibaitata
. e Universidad  Nacional  del | 1,029 .
Peru Altiplano (UNAP) accesiones Ortiz etal, 1998
e Universidad Nacional Agraria de Fuentes et al.,
la Molina (UNALM) 2,800 2009
e Instituto Nacional de Innovacién
Agraria (INI1A) 1,600 Catacora, 2013

FUENTE: Elaboracién propia

Son 30 los paises en el mundo que conservan quinua y sus parientes silvestres en 59 bancos

de germoplasma de semillas. Estos son: 10 paises en América (Argentina, Bolivia, Brasil,

Canada, Colombia, Chile, Ecuador, Estados Unidos, Perd y Uruguay), 11 en Europa

(Alemania, Austria, Eslovaquia, Espafia, Hungria, Republica Checa, Portugal, Reino Unido,

Suecia, Turquia y Rumania), 5 en Africa (Etiopia, Kenia, Lesoto, Zambia y Sud Africa), 3

en Asia (India, Japdn y Jordania) y Australia (Rojas et al., 2013).



2.8. Variabilidad y diversidad genética de la quinua estudiada con recursos de

genética molecular

Los trabajos de investigacion realizados en los paises andinos caracterizando los bancos de

germoplasma de quinua se citan a continuacion:

e Ruas et al. (1999) us6 marcadores RAPDs para investigar la variabilidad genética entre
especies de Chenopodium. Demostré que especies como C. quinoa, C. nuttalliae, C.

pallidicaule comparten un bajo nivel de variacion molecular.

e EIl primer paso hacia el desarrollo y uso de marcadores moleculares microsatélites en
quinua fue la construccidn de un mapa de ligamiento por Maughan et al. (2004). Se basé
en 80 individuos F2 producto del cruce de Ku-2 (ecotipo chileno costero) y 0654 (ecotipo
altiplano). EI mapa fue construido principalmente por 230 marcadores AFLPs, 19 SSR
y 6 marcadores RAPD y cubre un estimado de 60% del genoma. Se predijo la longitud

total del genoma en 1700 cM.

e Mason et al. (2005) desarrollo la primera coleccion de microsatélites (SSRs) para quinua
mediante el secuenciamiento de librerias de ADN enriquecidas en secuencias repetidas
de CA, ATT, y ATG. Encontraron 397 potenciales SSRs. Sin embargo, 208 SSRs
resultaron altamente reproducibles e informativos. Caracterizaron un panel de 31
accesiones pertenecientes a dos grupos distintos de germoplasma de ecotipo costero y
del altiplano que representan la mayor diversidad a nivel geografico mundial. Por otro
lado, estos marcadores fueron probados sobre tres diferentes especies de Chenopodium
(C. pallidicaule, C. giganteumy C. berlandieri ssp. nuttalliae). Sesenta y siete por ciento
(67%) de estos marcadores SSR amplificaron en todas las especies, mientras que 99.5%
amplifico en C. berlandieri ssp. nuttalliae comprobando la cercana relacion entre esta

especie y la quinua.
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Castillo et al. (2007) investigo la estructura genética poblacional de quinua en tres
distintas regiones del altiplano y una region en valles interandinos de Bolivia usando
marcadores RAPDs. Su primer objetivo fue evaluar los niveles de diversidad genética
en tres niveles jerarquicos individuos, poblaciones y eco regiones. En adicion compard
la diversidad en especies silvestres y cultivadas. Se encontro que existe un bajo nivel
de diferenciacion entre las formas silvestres y cultivadas, siendo ello explicado por un
significativo flujo de genes en los campos de cultivo. Asimismo, encontrd una estructura
poblacional de 3 zonas biogeograficas en Bolivia (zona norte y centro del altiplano,
valles interandinos y una zona sur en los salares). Observo una mayor diversidad intra

poblacional que la reportada y esperada.

Christensen et al. (2007) reporté el uso de un grupo de marcadores SSRs marcados con
fluorescencia para caracterizar la diversidad genética del germoplasma de quinua en 121
accesiones provenientes del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), 22 accesiones del Centro Internacional de la Papa (CIP-FAO) y 8 accesiones
que representan a los padres de poblaciones de mapeo genético. Se buscé encontrar el
centro de diversidad genética con germoplasma correspondiente a paises como Ecuador,
Per(, Bolivia, Argentina y Chile. El centro de diversidad genética identificado en este
estudio es la zona del altiplano entre Perd y Bolivia. Germoplasmas de Ecuador y
Argentina mostraron una diversidad limitada, indicando que el punto probable de
introduccidn para las accesiones ecuatorianas fue el Altiplano (Perd-Bolivia), mientras
que para Argentina la introduccién original pudo ser desde el altiplano y/o zona sur de
Chile. Sin embargo, es posible que estas mediciones de diversidad fueran afectados por
el nimero limitado de muestras utilizadas, causando una reduccion en la diversidad
percibida entre el germoplasma de Ecuador y Argentina. Los resultados de este estudio
sugieren que las accesiones de quinua (tanto los mantenidos por el USDA y de la
coleccion CIP-FAO) representan potenciales lineas heterogeneas de genotipos mixtos
que deben ser cuidados y estudiados para potencialmente usarse en programas de

mejoramiento.
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Posteriormente, Jarvis et al. (2008) reporto el desarrollo de 216 nuevos SSR polimérficos
para quinua a partir de librerias enriquecidas en repeticiones de GA, CAA y AAT. Se
incremento el nimero de marcadores SSR y se gener6 6 marcadores SSR a partir de
secuencias finales de cromosomas artificiales bacterianos (BES-SSR). Asimismo,
construyeron el segundo mapa de ligamiento a partir de poblaciones de lineas
recombinantes consanguineas (RILs) basandose en 275 marcadores que incluyeron: 200
SSR, 70 AFLPs y otros marcadores adicionales: 2 loci 11S que estan relacionados al
almacenamiento de proteinas en semillas, un locus de la region organizadora del
nucléolo (NOR) y un locus para color de betalaina. EI mapa resultante se compone de
38 grupos de ligamiento (GL) cubriendo 913 cM, aproximadamente el 54% del predicho
por Maughan et al. (2004).

Fuentes et al. (2009a) evalud y cuantifico la diversidad genética de 59 accesiones de
quinua pertenecientes a las regiones norte y sur de Chile utilizando 7 grupos de
marcadores microsatélites marcados con fluorescencia y amplificados mediante PCR
maltiple. Se buscé acelerar el proceso de genotipificacion. Se determind que accesiones
de quinuas del altiplano chileno muestran una diversidad reducida, mientras que el
germoplasma costero de Chile es mucho méas diverso genéticamente y estd mas

relacionado al germoplasma del altiplano Boliviano.

Costa et al. (2012) caracterizaron 35 accesiones de germoplasma de la regidn noroeste
de Argentina mediante 22 marcadores microsatélites (SSR). Los resultados mostraron
un gran nivel de diversidad genética. Todos los loci SSR analizados fueron altamente
polimorficos detectando un total de 354 alelos entre toda la poblacién, con un promedio
de 16 alelos por locus. Asimismo, Costa, (2014) determind la magnitud de la diversidad
y la estructura genética del germoplasma de quinoa caracterizando los mismos 22 loci
microsatélites en 80 accesiones de C. quinoa, tanto del noroeste Argentino (36

accesiones) y del resto de Sudameérica (44 accesiones).
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La estructura del germoplasma Argentino forma cuatro grandes grupos de poblaciones
que corresponden a regiones agroecoldgicas diferentes: Puna, valles secos, valles
hdmedos y una zona de transicion de altura. Encontrd ademas que la diversidad genética
molecular es mayor en sitios de mayor antigiiedad de uso del cultivo, evidenciando un
patron caracteristico de una especie que evolucioné como cultivo, post-domesticacion.
De la caracterizacion morfologica sobre el germoplasma encontré que los caracteres
fenotipicos mas influyentes en la diferenciacion de las poblaciones son los relacionados
con la fenologia, la morfometria de hoja y el diametro del tallo. Las accesiones de valles
interandinos argentinos (secos y himedos) se caracterizaron por presentar mayor altura
de planta, un ciclo de madurez intermedio o tardio, mayor diametro de tallo y hojas de
mayor superficie mientras que las accesiones del altiplano (Puna) presentaron menor
altura, un ciclo més corto y hojas méas pequefias. Las accesiones de la zona de transicion

se diferenciaron del resto por presentar menor diametro de grano (Costa, 2014).

Uno de los trabajos de investigacion mas completos en la caracterizacion de colecciones
de germoplasma fue realizado en Bolivia con Veramendi et al. (2013). Analizaron 2,515
accesiones de la coleccion de germoplasma de quinua Boliviano compuesta por
materiales provenientes del altiplano boliviano (centro con 827, norte con 138 y sur con
434 accesiones), de los valles (325 accesiones), del Per( (562 accesiones), de materiales
silvestres (133 accesiones) y una fraccidn proveniente de otros paises (96 accesiones).
Este material vegetal fue seleccionado para la caracterizacion molecular, empleando 8
marcadores microsatélites (QCA-006, QATG-019, QAAT-051, QCA-058, QAAT-050,
QAAT-074, QAAT- 076 y QAAT-022). El dendrograma generado a partir de la
informacion obtenida con los 8 microsatélites utilizando el método de agrupamiento de
UPGMA vy el coeficiente de similitud de Jaccard les permitié la formacién de grupos con
accesiones en su mayoria de la misma regién de colecta. Pudieron identificar la presencia
de accesiones duplicadas y contribuyeron en la conformacion de una coleccion nucleo

de quinua con 189 accesiones representativas de la coleccion total.
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Morillo y Gonzalez, (2009) trabajaron en el monitoreo de la integridad genética de
quinua (Chenopodium quinua W.) de la variedad INIAP Tunkahuan de materiales
provenientes de las principales zonas productoras de la sierra ecuatoriana a través de
marcadores moleculares microsatélites. Encontraron una diversidad promedio de alelos
n=10.5 con 8 marcadores microsatélites de motivos repetidos de dinucléotidos. A nivel
de diversidad alélica, el loci que presenté mayor variabilidad fue el QCA26 con 18
alelos. Los autores encontraron una clara estructuracion genética entre los dos acervos
genéticos estudiados (cultivado y silvestre), determinado por los siguientes pardmetros:
a) la presencia de alelos exclusivos de cada grupo genético, b) distincion a nivel de
analisis de agrupamiento y multivariado, donde observaron una clara separacién entre
las dos poblaciones cultivada y silvestre, mientras que el grupo maleza es distribuido
entre los tres grupos cultivado, maleza y silvestre resultados que fueron similares con el
test de asignacion genética, ¢) un moderado y significativo valor del Fst entre las tres
poblaciones. Todos sus resultados les sugieren que las quinuas cultivadas estan en
continua hibridacién con las poblaciones silvestres que coexisten con ellas en campo,
segregando las quinuas malezas. Sus resultados coincidieron con la observacion en los
sitios de colecta, el tipo maleza se encuentra en abundancia con los cultivos de quinua

de la serrania ecuatoriana.

En el Peri, Tamayo (2010) evalud la variabilidad genética inter e intra genotipica de 16
accesiones de quinua peruanas a través de marcadores moleculares ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat). Identifico el coeficiente de similitud entre las accesiones de quinua.
Como resultado del empleo de estos marcadores se obtuvo que las accesiones de
Cajamarca, Puno y Cusco fueron similares con un coeficiente de 0.86, en cambio las
accesiones de Ancash y Arequipa presentaron un nivel de similitud menor a 0.86. Por
otro lado, la procedencias de las accesiones de Puno, Cusco y Arequipa indicarian que
existe una mayor variabilidad genética y un intercambio de genes constante entre y
dentro de los cultivares de quinua en esta region. Asimismo, el rango de variacion estuvo
entre 16% y 54% de polimorfismo, lo cual se relacionaria con el grado de polinizacion

cruzada identificado en otras investigaciones.
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Con la informacion anterior se sabe que los paises andinos llevan a cabo una gran labor de
investigacion, tanto en caracterizacion como en la determinacion de la distribucion de la
variabilidad genética. Esto estd permitiendo dilucidar el centro de diversidad del cultivo y
estimar la diversidad presente. Parte de la informacion se utiliza en los programas de
mejoramiento genético. Sin embargo, en el Perl aln se tiene mucho por trabajar para

determinar la diversidad del cultivo evaluando las colecciones nacionales.

2.9. Métodos para el analisis de la diversidad genética

La diversidad genética es el grado en el cual, el material hereditario diferencia internamente
a una coleccion de plantas. El material hereditario de las plantas abarca el ADN gendémico y
citoplasmatico y puede diferenciarse en el nivel de las secuencias del ADN (alelos) y en el
nivel de las combinaciones de alelos (genotipos). Asimismo, la diversidad genética tiene una
estructura multidimensional compleja y se basa en la semejanza entre pares de individuos
valorada a través de caracteres que son compartidos (similitud genética). Al estudiar la
diversidad genética se lleva a cabo un proceso de analisis mediante el uso de métodos o
combinacion de métodos para su evaluacion. La descripcion de esta diversidad puede

realizarse con los siguientes indicadores:

2.9.1. Variabilidad genética

Es la suma de todos los individuos con sus respectivas variantes individuales en una especie.
Permite a la especie adaptarse a los cambios presentados en su entorno. Posee fuentes de
variabilidad evolutiva y geogréfica. La primera es producida por procesos evolutivos de
especiacion durante etapas de aislamiento reproductivo y por la dinamica que la especie
posee en condiciones naturales. Sin embargo, se debe considerar que los patrones de
diversidad genética en las plantas cultivadas resultan de la interaccion de adicionales
factores, como la mutacion, migracion, recombinacion, la seleccion (natural y artificial) y
deriva genica (Hartl y Clark, 1997).
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La mutacion, migracion y recombinacién estimulan la produccién de nueva variabilidad,
mientras que la seleccion y la deriva genética pueden reducirla. En ésta interaccion entra un
papel relevante la biologia reproductiva que desarrolle la especie (autdgama o alégama). Se
espera, por lo general, una mayor variabilidad en plantas alogamas que en autégamas
(Camarena et al., 2012). Por otro lado, la fuente de variabilidad geografica en un buen
namero de especies cultivadas que tienen un amplio rango de distribucion geogréfica se debe
a la dispersion natural que han sufrido, asi como a la extensa dispersion artificial por accion
del hombre (Franco y Hidalgo, 2003; Nufiez y Escobedo, 2015).

2.9.2. Polimorfismo genético

Es el parametro de la variabilidad genética poblacional definido como la existencia de dos o
mas alelos asociados a un locus en una poblacion con una frecuencia relativa sustancial
(generalmente mayor al 1%). Su generacion se debe principalmente a mutaciones puntuales,
inserciones, deleciones, conversion génica y recombinacion intra-alélica. Estas variaciones
se han estabilizado en una poblacién y region geogréafica determinada (Nei y Kumar, 2000;
Mohammadi y Prasanna, 2003).

2.9.3. Riqueza alélica

Estimador de la diversidad genética medido por 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 (Mohammadi y Prasanna, 2003;
Aranguren et al., 2005).

2.9.4. Diversidad alélica

Es la frecuencia relativa de un alelo en particular en una poblacion. La frecuencia alélica es
considerada un indicador fundamental en estudios evolutivos, porque un cambio genético en
una poblacion es usualmente descrito por un cambio en la frecuencia de sus alelos (Nei y

Kumar, 2000). Esta medida depende mucho del nimero de individuos analizados, ya que
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cuando el namero es grande, mayor es la probabilidad de detectar alelos suplementarios
(Stoddart y Taylor, 1988).

2.9.5. Porcentaje de loci polimdrficos

Un locus se considera polimérfico si se detecta mas de un alelo en una poblacion.
Generalmente el criterio utilizado es si el locus presenta el alelo mas comdn con una
frecuencia menor del 99% en la poblacion bajo estudio (Aranguren et al., 2005). Asimismo,
este porcentaje es una estimacion cruda de la variacion genética y esta sujeto a errores de
muestreo. Esta estimacion so6lo es exacta cuando una gran cantidad de loci o marcadores son

muestreados (Mohammadi y Prasanna, 2003).

2.9.6. Alelos privados

Los alelos privados son aquellos alelos que se encuentran solo en una Unica poblacién entre
una coleccién mas amplia de poblaciones. Estos alelos han demostrado ser informativos para
diversos tipos de estudios en genética de poblaciones, en ecologia molecular, genética de la

conservacion y en genética evolutiva (Szpiech y Rosenberg, 2011).

2.9.7. Heterocigosidad

Constituye la proporcién de individuos heterocigotos en la poblacién. Un valor de
heterocigosidad elevado significa que existe una elevada diversidad alélica presente en la
muestra analizada. Se tienen dos indicadores para medir la heterocigosidad: la esperada (He)
y la observada (Ho). La He se define como la probabilidad que dos alelos escogidos al azar
en una poblacidn sean diferentes, esta heterocigosidad es usada como una medida de
diversidad genética que refleja el nivel de heterocigosidad que puede esperarse en una
poblacion que se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg. La Ho es definida como la
proporcion de individuos heterocigotos observados del total analizado para un locus en
particular (Weir, 1996).
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Por otro lado, a la heterocigosidad o la diversidad de haplotipos (convenientemente, también
conocida como H) es una medida del grado de variacion en haplotipos encontrados para una

poblacién, y se calcula como:

m(k)

H=1-)p
i=1

Donde p es la frecuencia del i-esimo alelo encontrado y m (k) es el nimero total de variantes.

La diversidad de haplotipos es una medida similar para el calculo de heterocigosidad en un
locus diploide, salvo que en este caso no hay heterocigotos propiamente. Se usa el término
“haplotipos” y “alelos” de forma indistinta. Si se quiere calcular el estadistico Fst (detallado
mas adelante) para un locus haploide, se debe sustituir la heterocigosidad (Ho) en términos

con el equivalente H (diversidad de haplotipos) (Nei, 1978; Mason et al., 2005).

2.10. Estructuracion y diferenciacion genética poblacional

Varios enfoques han sido propuestos para estimar el valor de la diferenciacion genética entre
poblaciones y en sub-divisiones de una poblacién. Entre los pardmetros para evaluar el grado
de diferenciacion entre grupos de individuos o poblaciones se tiene: (i) la estimacion de las
distancias genéticas, (ii) pruebas estadisticas basadas en el calculo de las frecuencias alélicas,
(iii) el uso de estadisticos F de Wright (Wright, 1951), (iv) el estadistico Gst (Nei, 1973). Se
cuenta también con (v) métodos de analisis multivariados que incluyen los algoritmos de:
“Analisis de Componentes Principales (PCA)”, “Analisis de Coordenadas Principales

(PCoA)” y el “Analisis discriminante de componentes principales” (DPCA).

A continuacion las caracteristicas mas destacadas de las metodologias estadisticas y algunas
consideraciones importantes, especificamente, en relacion con la diversidad genética de las

plantas cultivadas a nivel intraespecifico (Mohammadi y Prasanna, 2003).
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2.10.1. Distancias genéticas

La distancia genética entre dos poblaciones, son distancias estadisticas que se calculan sobre
datos basados en frecuencias alélicas de diferentes loci. Ayudan a entender las relaciones
evolutivas entre poblaciones y estudiar las diferencias entre poblaciones. En este sentido, la
distancia genética mide el “grado de diferenciacion” existente entre poblaciones de una
misma especie, 0 entre especies. Adicionalmente, es necesario considerar en la estimacion
de las distancias entre poblaciones la variacion genética intra-poblacional que pueda existir,
pues variaciones altas dentro de la poblacion podran afectar la diferencia o la distancia
genética entre poblaciones (Weir, 1996; Hartl y Clark, 1997).

De acuerdo a su aplicacion, las medidas de distancia genética pueden ser clasificadas en dos
grandes grupos: (a) las usadas para la clasificacion de las poblaciones y (b) las utilizadas con

el objeto de estudiar patrones evolutivos.

En el primer grupo se incluyen las medidas de distancias geométricas que no muestran un
patrén o tendencia en el tiempo, en términos de mecanismos evolutivos, tales como son las
mutaciones o la deriva genética. Se tiene las distancias de: (Bhattacharyya, (1946), Cavalli-
Sforza y Edwards, (1967), Rogers (1972), Prevosti (Wright, 1978)). Dentro de este grupo
también estan las distancias para datos cuantitativos como son la distancia de Manhattan, la

de Mahanalobis o el coeficiente de Pearson, entre otras (Rafael, 2008).

En el segundo grupo se encuentran las medidas de distancias de: Nei (1972 y 1978), Hillis
(1984), Swofford y Olsen (1990), los coeficientes de diferenciacion genetica, los indices de
parentesco o los indices coancestrales, entre otros (Nei, 1987; Felsenstein, 1991; Weir, 1996;
Nei y Kumar 2000). Estos coeficientes e indices se han estudiado en el contexto de modelos
evolutivos especificos, de modo que es conocida su tendencia con el tiempo. Las
definiciones y estimaciones de las distancias antes mencionadas se basan en diversas
premisas y la mayoria estan analiticamente relacionadas. Matematicamente pueden ser
bastante disimiles con respecto a relaciones entre las poblaciones, principalmente en el caso

de poblaciones genéticamente cercanas. Por ello, las caracteristicas estadisticas de tales
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medidas de distancia vienen siendo exploradas con mayor rigurosidad en algunos estudios
(Rafael, 2008).

La apropiada eleccion de la medida de distancia genética se debe basar en funcion del tipo
de variable y la escala de medicion, asi como del marcador molecular usado (dominante o
codominante) y del tipo de poblacion a evaluar (hibridos, lineas puras, clones, accesiones de
germoplasma o especies). Otro aspecto a considerar es el conocer la distribucion del
estadistico para calcular la varianza muestral y el intervalo de confianza. Para solucionar
este problema la técnica de “bootstrap®’ es efectiva para estimar la varianza muestral

(Mohammadi y Prasanna, 2003).

2.10.2. Estadistico Fst para el analisis de la estructura poblacional

La estadistica F o estadistica de Wright mide la correlacion entre diferentes niveles
jerarquicos en una poblacion sub-dividida. El indice de fijacion Fst es la medida més usada
para describir la diferenciacion genética en poblaciones debido a la deriva genética entre
subpoblaciones, mide cuan diferentes genéticamente son dos poblaciones y refleja la
proporcion de la variabilidad genética. Los valores de Fst pueden variar entre 0 y 1. Si dos
poblaciones presentan frecuencias alélicas iguales, el valor de Fst es igual a 0. En contraste,
si dos poblaciones presentan frecuencias alélicas totalmente diferentes, el valor de Fst es
igual a 1 (Wright, 1978). Asimismo, el autor anterior sugiere una guia para la interpretacion
cuantitativa de la diferenciacion genética del estadistico: un rango de 0,0 hasta 0,05 indica
poca diferenciacion genética, el intervalo de 0,05 a 0,15 indica diferenciacion genética
moderada, un rango de 0,15 a 0,25 indica una gran diferenciacion genética, mientras que
valores de 0,25 indican gran diferenciacion genética.

8 El bootstrap o bootstrapping es un método de re muestreo. Se utiliza para aproximar la distribucion en el
muestreo de un estadistico. Asimismo, aproxima el sesgo o la varianza de un analisis estadistico. También
permite construir intervalos de confianza o realizar contrastes de hipotesis sobre pardmetros de interés. La
enorme potencia de célculo de los ordenadores actuales facilita la aplicabilidad de este método
computacionalmente tan costoso.
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Es apropiado resaltar lo importante que es estimar Fst usando tantos loci como sea posible.
Cada locus es un ensayo aleatorio totalmente independiente. Entre un grupo de
subpoblaciones, cada locus puede cambiar en frecuencia de manera muy diferente a otro
locus. Como resultado, cada locus proporcionard una estimacion diferente de Fsr, a veces
muy radicalmente. El célculo del promedio sobre muchos loci dard una mejor medida de la
diferenciacion entre las poblaciones que un célculo a partir de un Gnico locus (Wright, 1978).

Hy — H;

For =
ST HT

Donde H; y Hg son la Heterocigosidad total y de subpoblaciones respectivamente.

2.11. Meétodos multivariados

El uso de algoritmos estadisticos multivariados es una importante estrategia para la
clasificacion del germoplasma, ordenando la variabilidad de un gran nimero de accesiones.
Estos métodos analizan simultdneamente mas de dos variables de un individuo. Su
aplicacion en la caracterizacion de material vegetal permite en primer lugar cuantificar las
relaciones entre las Unidades Basicas de Caracterizacion (UBC)°, en segundo lugar
representar geométricamente las UBC y finalmente clasificarlas respecto a un conjunto de

variables. Los métodos mas utilizados son:

2.11.1. Analisis de cluster o conglomerados

Este es un método matematico utilizado para la formacion de grupos de UBC con
caracteristicas similares a partir de las similitudes o disimilitudes que se presentan entre
pares de estas unidades en las caracteristicas evaluadas. Esta metodologia es menos

restrictiva en los supuestos (no exige linealidad, normalidad, permite variables categoricas),

® La unidad basica de caracterizacion (UBC) puede estar constituida por un Unico individuo, de una accesion
de germoplasma o de un conjunto de individuos que presentan caracteristicas comunes (individuos de una
poblacidn silvestres), también de una variedad cultivada o incluso una especie taxonémica completa. La UBC
se determina de acuerdo con el objetivo especifico de la caracterizacion y con el interés del investigador.
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admite varios métodos de estimacion de la matriz de distancias y no asume ninguna
distribucion especifica para las variables. Las UBC con descripciones similares
matematicamente se reuniran en el mismo cluster exhibiendo alta homogeneidad y alta
heterogeneidad externa (entre los clister). Por tanto, si la clasificacion es exitosa, los
individuos dentro de un grupo se representan geomeétricamente mas cercanos y mas

separados cuando sean diferentes (Mohammadi y Prasanna, 2003).

Existen dos tipos de métodos: Los métodos basados en distancias y los métodos basados en

modelamiento.

A. Los métodos basados en distancias

En los cuales una matriz de distancia por pares es usada como entrada para el analisis y la
agrupacion especifica con el algoritmo permite la representacion geométrica. Pueden
categorizarse en: jerarquico y no jerarquico. Metodologias UPGMA™ y Ward’s!! son los
mas empleados dentro de los modelos jerarquicos, pero también se tiene los métodos de
UPGMC, Single Linkage, Complete Linkage, y Median Linkage. Todos ellos envuelven la
construccién de dendogramas o arboles. En resumen, son idoneos para determinar el nimero
optimo de conglomerados existente en los datos y el contenido de los mismos. Mientras
que, los no jerarquicos son referidos a agrupamientos por “K-means o K-medias”. El método
de K-medias permite procesar un nimero limitado de casos, pero s6lo permite utilizar un
método de aglomeracidén y requiere que se proponga previamente el nimero de K
conglomerados que se desea obtener. Principalmente se basan en enfoques tipos “sequential

threshold”, “parallel threshold,” y “optimizing”*? para la asignacion de individuos a los

10 UPGMA (Unweighted Paired Group Method using Arithmetic averages) en espafiol “Método de
agrupamiento por pares no ponderado usando promedio aritmético)

11 Método de Ward’s: Propone que para evitar la pérdida de informacion producida al integrar los distintos
individuos en clusters puede medirse a través de la suma total de los cuadrados de las desviaciones entre cada
punto (individuo) y la media del cluster en el que se integra.

12 Sequential threshold es un método donde una vez formados los conglomerados , los datos u objetos que caen
dentro de una determinada distancia 0 grupo ya no se consideran para posteriores asignaciones. Mientras que
Parallel threshold es similar al anterior pero se generan todas las agrupaciones al mismo tiempo y los umbrales
minimos de aceptacidn en cada grupo. Finalmente optimizing permite la reasignacion de sujetos, objetos o
datos a una agrupacion.
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clusters. Sin embargo, este grupo de métodos son raramente usados para analisis de
diversidad genética intraespecifica en plantas cultivadas (Mohammadi y Prasanna, 2003).

B. Meétodos basados en modelamiento

Con esta metodologia cada cluster que se identifica estd asumiendo una descripcion al azar
a partir de un modelo paramétrico. Las inferencias sobre los parametros de cada grupo o
cluster, asi como la pertenencia de cada individuo al cluster se realiza utilizando
conjuntamente métodos estadisticos estandar como de maxima verosimilitud (“maximum-
likelihood*®) o métodos bayesianos (Pritchard et al., 2000). El poder de este enfoque de
asociacion reside en un analisis eficaz de la estructura de la poblacion, la agrupacion precisa
y la asignacion de los individuos en sus adecuadas poblaciones, incluso con un minimo
namero de marcadores disociados. Asimismo, permite la identificacion de migrantes y de

individuos mezclados.

2.11.2. Andlisis factorial

El andlisis factorial es usado para reducir la informacidn contenida en una serie de variables
originales hacia una serie mas pequefia de dimensiones compuestas o valores tedricos nuevos
(factores), considerando una pérdida minima de informacién. Los més utilizados son el
Andlisis en Componentes principales (PCA!%), el Andlisis de Coordenadas Principales
(PCoA™Y) y el analisis factorial de correspondencias simple (AFC). Dependiendo de los datos

a evaluar se restringe su uso (Mohammadi y Prasanna, 2003; Rafael, 2008).

El PCA es un procedimiento matematico que transforma un conjunto de variables de
respuesta correlacionadas a partir de la matriz de correlacion de las variables originales, o

en su defecto, la matriz de varianzas-covarianzas, en un conjunto menor de variables no

13 Maximum-likelihood: Evaluar qué tan bien se ajusta el modelo a los datos observados. El “buen ajuste” a los
datos se evalla al encontrar los pardmetros del modelo que mejor se ajustan a los datos.

14 PCA del inglés Principal Component Analysis (Analisis de componentes principales)

15 PCoA del inglés Principal Coordinates Analysis (Analisis de coordenadas principales)
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correlacionadas llamadas componentes principales, que resultan tantos como variables
evaluadas. Estos componentes acumulan una parte de la varianza total y tienen mayor
importancia, a su vez una mayor varianza acumulada entre mayor sea su propio valor. El
primer componente tiene mas varianza acumulada y disminuye subsecuentemente. EI PCA
es utilizado principalmente para datos cuantitativos. No se usa para datos binomiales (Franco
e Hidalgo, 2003; Rafael, 2008; Mohammadi y Prasanna, 2003, Ortiz et al., 1998).

Por otra parte, el PCoA es una modalidad del andlisis factorial usado exclusivamente para
datos binomiales. Se trata de una transformacion de un indice de similitud mediante la
distancia de Gower en una matriz cuadrada, que hace a su vez de matriz de varianzas y
covarianzas, se obtienen sus valores y sus vectores propios (eigenvalues y eigenvectors) y
se usa Unicamente para tener una representacion bi o tridimensional de las UBC en un plano
reducido para datos binomiales, principalmente de huellas gendémicas de marcadores
dominantes (Mohammadi y Prasanna, 2003). En esta investigacidn no se usara este método

pero resulta importante sefialar su diferencia respecto al PCA.

Todas estas técnicas multivariadas permiten representar los genotipos en graficos con
dimensionalidad reducida y ver el parecido de ellos de acuerdo con su cercania en un plano
dimensional o tridimensional. Asimismo, se pueden detectar las posibles caracteristicas
asociadas a cada genotipo, esto es muy Util para obtener caracteristicas especificas que

puedan servir para la identificacion rapida de los genotipos comparados.

2.11.3. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DPCA)

La investigacion de la diversidad genética utilizando este enfoque se basa en la busqueda de
la sintesis de variables construidas como combinaciones lineales de alelos. Esta metodologia
refleja la variacion genética entre los individuos estudiados y los grupos de individuos dentro
de una poblacion. Por lo general, se inicia con el analisis de datos individuales para luego
identificar poblaciones o grupos genéticos (clusters). Un problema que ocurre en los métodos

tradicionales es que, se centran en la totalidad de la variacion genética. La variabilidad
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genética se puede descomponer utilizando un modelo ANOVA multivariado estandar como

se sefiala a continuacion:

VAR(X) = B(X) + W(X),
Varianza total = (varianza entre grupos) + (variacion dentro de los grupos)
Donde X es la matriz de datos

Una caracteristica del DPCA es que optimiza B(X) mientras se minimiza W(X): busca
variables sintéticas que son las funciones discriminantes que muestran diferencias entre los
grupos de la mejor manera posible y reducen al minimo la variacion dentro de los grupos
(Jombart, 2010; 2014).

Los grupos genéticos son a menudo desconocidos o inciertos y hay una necesidad de
identificar grupos genéticos antes de describirlos. Esto se puede lograr usando k-medias; que
es un algoritmo de agrupamiento que encuentra un nimero dado, por ejemplo un nimero
“k” de grupos al maximizar la variacion entre los grupos B(X). Para identificar el nimero
optimo de cluster, el algoritmo se ejecuta secuencialmente con valores crecientes de k, luego
diferentes soluciones de clustering se comparan con el Criterio de Informacién Bayesiano
(BIC). Idealmente, la solucion 6ptima de agrupacion debe corresponder al BIC més bajo. En
la préctica, el mejor BIC se indica a menudo por una inflexion en la curva de los valores de
BIC como una funcion de k (Jombart, 2014).

Y para entender mejor este enfoque, cuando se realiza el analisis habra que formular la
pregunta ¢Cuantos poblaciones hay en los datos?. Para tal interrogante se puede responder
que la agrupacion generada con los algoritmos ayuda a visualizar un grafico de una realidad
compleja, que en la mayor parte del tiempo esta lejos de seguir los modelos de genética de
poblaciones conocidos. Por lo tanto, raramente se busca poblaciones panmicticas reales de
donde provengan los individuos. Los grupos genéticos (poblaciones) pueden ser estructuras
bioldgicamente significativas y reflejan procesos bioldgicos interesantes, pero no dejan de
ser modelos. Una pregunta un poco diferente, pero probablemente mas significativa es:

";Cuantos grupos son Utiles para describir los datos?”. Un punto fundamental en esta
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pregunta es que los clusters son herramientas que se utilizan para resumir y entender los
datos. Ya no hay un "verdadero k", pero algunos valores de k son mejores resimenes y mas
eficientes. Asimismo, el analisis por DAPC también ofrece las probabilidades de pertenencia

de los individuos a los diferentes grupos identificados (Jombart, 2014).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Hipotesis

El andlisis con marcadores microsatélites permite caracterizar molecularmente accesiones

de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) de la Coleccion Nacional de Quinua del INIA.

3.2.  Objetivos

3.2.1. Objetivo general

e Caracterizar accesiones de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) pertenecientes
a la Coleccion Nacional de quinua del INIA mediante el analisis de 25

marcadores microsatélites.

3.2.2. Objetivos especificos

e Estandarizar la metodologia de PCR y electroforesis de los marcadores SSRs mas
polimorficos.

e Estimar la diversidad genética de 75 accesiones de quinua de Puno de la
Coleccion Nacional del INIA mediante 25 marcadores microsatélites.

e Comparar la diversidad genética de quinuas procedentes de distintas localidades
dentro del departamento de Puno (ecotipo altiplano).

e Determinar la relacion genética entre las 75 accesiones de quinua de Puno con
25 marcadores microsatélites mediante un analisis de agrupamiento.

e Analizar la distribucion de la variabilidad genética de las 75 accesiones de Puno

mediante 25 marcadores microsatélites.



e Comparar la diversidad genética de accesiones del departamento de Puno versus

la caracterizacion de accesiones de valles interandinos.

3.3.  Material Vegetal

Las semillas de 75 accesiones de quinua (Chenopodium quinoa Willd) de la Coleccion
Nacional de quinua del INIA fueron sembradas en la Estacion Experimental Illpa ubicado

en el departamento de Puno.

3.4.  Estrategia de muestreo del ADN (bulk DNA sampling)

Se colectaron hojas joévenes de 5 individuos por accesion, y se conservaron en silica gel hasta
el momento de la extraccion de ADN. Cada bulk es la combinacion de ADN extraido de las
hojas de los diferentes individuos en cada accesion. Cada accesion representa una Unidad
Bésica de Caracterizacion. Esta estrategia es ampliamente utilizada para la caracterizacion

de germoplasma (Reyes et al., 2013).

3.5. Reactivos y enzimas

e Buffer de extraccion (CTAB 2X, 1.4M NaCl, 20mM EDTA, 100mM TrisHCI pH=8)

e Buffer de precipitacion (CTAB 10X, 0.7M NaCl, 20mM EDTA, 100mM TrisHCI
pH=8)

e Solucion de polivinilpirrolidona (PVP) al 1%

e B-mercaptoetanol

e Cloroformo

e Alcohol isoamilico

e Isopropanol

e Etanol al 80% y 90%

e H>O ultrapura (tipo I)

e RNAasa (10mg/ml)
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3.6.

Agarosa al 1%

Bromuro de etidio.

Buffer de carga: 1X Orange Loading DYE solution.

Marcador de peso molecular: GeneRuler 1Kb DNA ladder (0.5 ug/uL)
Iniciadores o “primers” sintetizados por IDT Integrated DNA Technologies
Agua libre de nucleasas (NFW)

Dideoxinucleotidos (ANTPSs)

Cloruro de Magnesio MgCl»

Fluorégeno IRDye (700nm/800nm-LI-COR®IRDye®).

Poliacrilamida 6% (Li-cor®)

Fago lambda

Extraccion de ADN

El ADN de cada accesion se extrajo con el método del CTAB elaborado por Murray y

Thompson (1980) con las siguientes modificaciones:

a)
b)

c)
d)

e)
f)

9)

h)

100 mg de hojas frescas fueron molidas con nitrégeno liquido.

Se adicion6 700ul de buffer de extraccion (CTAB 2X, 1.4M NaCl, 20mM EDTA,
100mM TrisHCI pH=8, PVP 1%) y 2 ul de mercaptoetanol.

Se incub6 a 65°C durante una hora.

Se afiadié 700 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

Se realiz6 una centrifugacion a 14000 rpm por 5 minutos.

La parte acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo y se afiadid 50 ul de buffer de
precipitacion (CTAB 10X, 0.7M NaCl, 20mM EDTA, 100mM TrisHCI pH=8)
seguido de la adicion del cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y una centrifugacion
a 14000 rpm por 5 minutos.

A la nueva capa acuosa se le agreg6 un volumen de 500ul de isopropanol y se dejo
a una temperatura de -20°C por 12 horas.

Se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos y se descarto el sobrenadante.

Se realizaron lavados con etanol al 80% y 90% con centrifugaciones de 14000 rpm

por 10 minutos.
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j) El pellet de ADN se disolvio con 100ul de H-O ultrapura (tipo I)
K) Seagregd 2ul de RNAasa (10mg/ml) y se incub6 a 37°C por 1 hora.

3.7. Electroforesis en geles de agarosa

Para la verificacion de la calidad del ADN se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1% y se tifié con bromuro de etidio. Para cargar el ADN en cada pocillo del gel
se mezclo aproximadamente 2uL de ADN y 4uL de 1X Orange Loading DYE solution. Se
usé un marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA ladder (0.5 ug/uL) que dio un
patron de 14 bandas de ADN comprendidas entre 250-10000 pb. Las condiciones
electroforéticas que se usaron fue de 95V por 50 minutos aproximadamente. Los resultados

de la electroforesis se muestran en la Figura 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Figura 8: Electroforesis del ADN extraido de 19 accesiones de quinua

En los carriles 1-19 se observa la calidad del ADN extraido de 19 accesiones. “M” representa
al marcador de peso molecular con 14 bandas de ADN (250-10000 pb).

FUENTE: Elaboracion propia

3.8. Cuantificacion de la concentracion del ADN extraido de las muestras

Para determinar la concentracion de ADN se usé el espectrofotdmetro Nanodrop 1000
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer®). La razon de la absorbancia en 260 y 280 nm se usé
para medir la pureza de ADN y ARN. Una razon de ~1.8 es generalmente aceptada como

pura para el ADN. Si la razén es apreciablemente mas baja, quiza indique la presencia de
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proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben fuertemente en o cercano a 280nm.
La razon de la absorbancia en 260 y 230nm es una medida secundaria de la pureza de los
acidos nucleicos. Los valores 260/230 para un ADN puro estan cominmente en el rango de
1.8-2.2. Si la razon es apreciablemente méas baja, quiza indique la presencia de
contaminantes co purificados como polisacaridos. En promedio el rendimiento obtenido en
la extraccion fue de 750 ng/ul de ADN.

3.9. Dilucién de la concentracion de ADN de las muestras

Se prepar6 una placa de dilucién de ADN a una concentracion de 10 ng/ul para todas las
muestras. Se corroboro que la dilucién sea correcta realizando una electroforesis horizontal
de las muestras diluidas y sema cuantificando con concentraciones conocidas del fago
lambda a 10, 30, 40, 60,70, 80,100, 120 ng/ul.

3.10. Loci SSR utilizados

Los loci SSR seleccionados se muestran en la Tabla 2 donde se detalla el motivo repetido y
la secuencia de los iniciadores de cada loci. Representan una cantidad y distribucién
significativa del mapa de ligamiento descrito en Jarvis et al. (2008). Los SSRs para quinua
se encuentran descritos y utilizados en Maughan et al. (2004); Mason et al. (2005); Jarvis et
al. (2008); Fuentes et al. (2009a).
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Tabla 2: Set de Loci microsatélites seleccionados, motivo repetido y secuencia de los iniciadores en cada loci SSR

SSR Motivo repetido Secuencia Forward del iniciador Secuencia Reverse del iniciador
KAAT007 (AAT)30 AGGTACAGGCGCAAGGATAC CGGTAGCATAGCACAGAACG
QAAT097 (AAT)1s AAATCATTTGACTTTGTAGGTTT GATGTGATAAGGAATAATCCAA
QCA14 (GT)21(GA)12 GCTTCTCCTGAGCTGATTTATCAAAGGAC CCTCTTGCGAGATTTCTGCT
QGAA001 (GAA)ss TTGTATCTCGGCTTCCCACT AACCAGAGAGATGAAGAACATGC
QGA17 (TG)sAAG(GA)1s TTACGGTTCTCCCGGTCTC TGCAAACAAGAGAAGCATGAAG
KGA16 (GA)22 CCCTGCTTAATCTCCGTGAA GCTTCTCCGAACCAAGACTACGAAACA
QAAT022 (TTA)29 TGGTCGATATAGATGAACCAAA GGAGCCCAGATTGTATCTCA
QAATO051 (AAT)14 CCTTCGACAAGGTCCCATTA CGTCCATAGTGGAGGCATTT
QAATO88 (ATT)30 TCCTAACTTCTTGTGACATTTCCTT CCACGATCCCAGAACAATTT
QAATO071 (ATT)30 CATCACCCGCTGAATAGACAC TACCCTAATGCCACGATTCC
QAATO001 (AAT)sAAC(AAT)sACT(AAT),ACT(AAT)13 | ATATTGCATGTCGAGCACCA TGGGACTTCCATAAGGCAAC
KGA20 (CT)22 GCTTCTTCACCTACCTCGGTAAAGGAAA GGAGCAGATGATGAACATGG
KCAA011 (ATT)10(GTT)7GTA(GTT)15 TGAACCCGCTTCAACAATG CCTTCTTCAAACTCCGAATCC
QCA26 (TG)12 TTCCAATACAGCACCACCTC TGCAAGCATACATAAGACAGTCA
QAATO050 (AAT)17 GGCACGTGCTGCTACTCATA ATGGCGAATGGTTAATTTGC
QCA120 (TG)4CG(TG)s(AG)s GACGCACATAACGTGTAGAATTG TCCTCATTCCCTTCTCCATC
QAATO062 (TAA)2 CACAAGTGCGCATAGCAAAG CCAGTACACGCACGAAGAAA
QAAT026 (TAT)1 ATTTACATAAATGCAACAACTTTT CCAGATTGTATCTCGACTCC
QAATO087 (ATT)1 CGTGATGCTGCTCACATCTT TTGCTCTAACTGAATTTGGTGTG
QAATO012 (AAT)10 TCAAGTGTGGGATGCTTGAA CCGACAGACGAGGAGACAA
QATG001 (CAT)s CATAACATCCTATAGAACCGTTGC TGCTCCTACTTTACTCATTGACTCAT
QAATO076 (ATT)30 GCTTCATGTGTTATAAAATGCCAAT TCTCGGCTTCCCACTAATTTT
QAATO11 (ATT)oATCATTGTT(ATT)16 AGGTCGTTACAATCCAATCCA GAGGAGTGAGGGCTCATATTG
QGA028 (AG);AC(AG)20 ATAACCACTCCGATGGCAAA CAGCCACCTGGCAGTTAGA
QAATT8 (AAT)2 AGCGAAGGAAATTTGGAACT TAACGATACGCTCCAAGGAA

FUENTE: Elaboracién propia




3.11. Amplificacion de las regiones microsatélites

3.11.1. Protocolo de PCR

Se estandarizaron las reacciones de PCR para los iniciadores de los loci SSR seleccionados

en las variables:

e Concentracion de MgCl;
e Concentracion de ADN

e Concentracion de los iniciadores

Los iniciadores de los loci fueron sintetizados por IDT Integrated DNA Technologies y
llevan en el “forward” una secuencia adicional 5'- CACGACGTTGTAAAACGAC -3, la
cual es detectada por un marcador fluorgeno IRDye (700nm/800nm-LI-COR®IRDye®).
Este marcador se incluyo en la reaccion de PCR. Las concentraciones para preparar el mix

de PCR se muestran en la Tabla 3.

Para hallar la temperatura de alineamiento “temperatura de annealing” (Ta en °C) de los
iniciadores se usé un gradiente de temperatura en un termociclador Eppendorf AG 22331.
Luego, se verifico la calidad de las bandas amplificadas con una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

Se obtuvo mayor cantidad de iniciadores con una temperatura de annealing— Ta de: 60°C
(16 loci microsatélites), 54°C (7 loci microsatélites) y 58.5°C (2 loci microsatélites). Los

resultados detallados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3: Componentes del mix de PCR

Componente del mix Concentracién Volumen en uL

de PCR Final 1 reaccion
H20 - 3.5
Buffer PCR 1X 2
MgCI2 2.5 mM 1
dNTPs 0.2mM 0.2
Iniciador “forward” 0.3uM 0.3
Iniciador “reverse” 0.3uM 0.3
M13-800/700 0.02 0.6
[Taq polimerasa] 0.05 0.1
ADN 10 ng/uL 2ul

El volumen final de una reaccion de PCR fue de 10 ul.

FUENTE: Elaboracion propia



Tabla 4: Set de marcadores, indicando el nombre del loci, el motivo repetido, la

ubicacion de marcadores seleccionados en los grupos de los mapas de ligamiento y la

temperatura de alineamiento Ta (°C) en la PCR

) ) Grupo de
Locus Motivo repetido Ta (°C) ) )
ligamiento

KAATO007 (AAT)30 60°C 2 (a)
QAATO097 (AAT)1s 60°C 1 (a)
QCA14 (GT)21(GA)12 60°C ---
QGAA001 (GAA)es 60°C
QGA17 (TG)sAAG(GA)16 60°C
KGA16 (GA)22 60°C ---
QAATO022 (TTA)29 60°C 23 (a)
QAATO051 (AAT)14 60°C 5(a)
QAATO088 (ATT)30 60°C 7 (a)
QAATO071 (ATT)30 60°C 30 (a)
QAAT001 | (AAT)sAAC(AAT)sACT(AAT).ACT(AAT)1s 60°C
KGA20 (CT)22 60°C ---
KCAA011 (ATT)10(GTT);GTA(GTT)15 60°C 19 ()
QCA26 (TG)12 58.5°C
QAATO050 (AAT)17 60°C 13 (a)
QCA120 (TG)4sCG(TG)s(AG)s 60°C 14 (b)
QAAT062 (TAA)27 54°C
QAATO026 (TAT)17 54°C 8 (a)
QAAT087 (ATT)12 54°C 24 (a)
QAATO012 (AAT)10 54°C 6 (a)
QATG001 (CAT)s 54°C
QAATO076 (ATT)s0 54°C
QAATO11 (ATT)oATCATTGTT(ATT)16 54°C
QAAT78 (AAT)22 58.5°C 12 (a)
QGA028 (AG)7AC(AG)20 60°C

(a) Identificado en Jarvis et al., 2008
(b) Identificado en Mason et al., 2005

FUENTE: Elaboracion propia




3.11.2. Programa de amplificacion

El programa usado en el termociclador (Tabla 5) consistio de 1 ciclo de denaturacion inicial
a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos que se detallan a continuacion: un primer paso
con una denaturacion a 94°C por 45 segundos, un segundo paso de alineamiento “annealing”
con una temperatura Ta (°C) dependiente del loci SSR por 30 segundos y un tercer paso de
extension a 72°C por 1 minuto. Finalmente, se somete a un ciclo de extension final de 72°C

por 10 minutos.

Tabla 5: Programa de amplificacion para 25 marcadores SSRs

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo N° de Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 5 minutos 1
Denaturacion 94°C 45 segundos

Annealing 54°C- 60°C 30 segundos 30
Extension 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 10 minutos 1

FUENTE: Elaboracion propia

3.12. Informaciéon Complementaria (Base de datos)

Se us6 una base de datos de la caracterizacion molecular de 75 accesiones de quinua de
valles interandinos (Coleccion Nacional del INIA) correspondiente a 22 loci microsatélites
(Alva, 2014). Estos datos permitieron realizar comparaciones de diversidad con el

germoplasma de Puno.

50



3.13. Andlisis estadistico

3.13.1. Prueba t de Student para diferencias de medias

Una prueba t de Student es aquella prueba de hipotesis estadistica que sigue la distribucién
de Student en caso la hipotesis nula sea aprobada. Sirve para comparar la medida de
tendencia central de dos grupos experimentales. En el presente estudio se trabajo con grupos

con varianzas no homogéneas y tamafos distintos. Para ese caso el estadistico t se calcula

de modo:
X, — X,
t=—
Sx,—%,
2 2
Donde: S%,—%y = s + nz

Es el estimador imparcial de la varianza. S es la varianza; N es el nimero de individuos en

la muestra; X es el promedio estimado. Los grados de libertad (gl) se calcula de modo:

. (s2/ny + 53/n,)*
9= G2 /A —n) + (5E/m)? /(A —np)

3.13.2. Prueba Wilcoxon rankeada con signo

La prueba de Wilcoxon es una prueba no paramétrica de comparacion de grupos con prueba
de significancia. Se utiliza en la comparacion de dos grupos similares o emparentados para
probar si los rangos de la media poblacional son diferentes. A diferencia de la pruebas
paramétricas, esta tiene pocos supuestos: las muestras son pareadas y vienen de la misma
poblacidn; cada par es escogido de manera aleatoria e independiente; puede usar informacion

ordinal.
Para calcular el estadistico se siguen los siguientes pasos:
Sea N el nimero de datos pareados, el niUmero de datos puntuales es entonces 2N. Para i =

1,2,3,...,Nseaxiz1V Xi,2 los valores medidos. Entonces:
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Parai = 1,..., N. calculese |x,; — x,,;| y luego sgn(x,; — x,,), donde sgn(x) es la
funcién signo:
—-1six<0
sgn(x) = 0six=0
1six>0
De todos los resultados obtenidos del primer paso retirese los que hayan dado como
resultado 0. Nres ahora el espacio reducido
Ordenar los pares restantes segun el resultado obtenido en el primer paso menor a
mayor
Rankear los pares a partir de 1 para el menor. Los empates reciben el promedio de
los ranks sobre los cuales estan dispuestos. Sea R el Rank

Calcular el estadistico W de modo:
Ny
W = Z[sgn(xl,i — xzji)Ri]
i=1

Esta es la sumatoria de los ranks con signo

Comparar el resultado con una tabla de referencia
La prueba rechaza la H, si el valor absoluto de W es mayor o igual al valor critico
de la tabla.

3.13.3. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk es una prueba de hipétesis para normalidad. Se

calcula de modo:

2
W= (X, aixay)

x(;) es el valor i-gésimo en orden creciente del estadistico de orden

x; es el valor de la i-ésima muestra

a; €s la una serie de constantes dados por:

mTy~—1
(Cli, . an) = (mTV—1v—1m)1/2
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Donde:
m= (my, ..., my)7"

Donde m4, ..., m,, son los valores esperados de los estadisticos de orden en una variable
aleatoria e independiente tomada de una distribucion normal y V es una matriz de covarianza

de dichos estadisticos de orden.

3.13.4. Prueba de homogeneidad de varianzas de Barlett

La prueba de Bartlett permite comparar si k muestras independientes son de poblaciones con
varianzas iguales. La H, es de igualdad de varianzas entre todas las k muestras; la alternativa

es que por lo menos una muestra proviene de una poblacién con varianza distinta.

X2 = (N —Kk)In(52) = ¥k (n; — 1) InS?
B 1 1 1
1+m( {-‘=1(ni _1)_N—k)

Donde:

N=Zni

k
i=1

Y S3 es el estimador agrupado de la varianza

2 1 k 2

3.13.5. Distancia genética de Nei

Segun Nei (Nei, 1972): sea x; e y;, la frecuencia del alelo i, en una poblaciéon X o Y
respectivamente. La probabilidad de identidad es j, = ¥, x;2 en la poblacion X y j, = ¥ y;2
en la poblacién Y. La probabilidad de identidad entre un locus en X e Y es jyy = > x;y;. La

identidad normalizada entre un gende X e Y es:
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]j = jXY/\/ijY
Para todos los loci:

I = ]XY/\/]X]Y

Donde Jxy, Jx Y Jy son las medias aritméticas de las frecuencias jyy, jx Y jy respectivamente.
La distancia es definida entonces como:
D=—-1Inl

3.13.6. Distancia euclidiana
La distancia euclidiana esta definida tal como el largo de un segmento de linea que une dos

puntos p y g (PQ) en un espacio euclidiano. La distancia esta definida en un espacio

euclidiano n dimensional mediante la formula de Pitagoras:

d(p,q) =

Para el caso de 2 dimensiones:

d(,q) = (i — 4)*(pi — q1)?

3.13.7. Analisis de componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales es una transformacion linear ortogonal, que resulta
en un set de datos en el cual la mayor variacion recae en el eje principal y la segunda mayor
variacion recae en el segundo eje. Sirve como herramienta de reduccién de dimensiones. El

proceso general es:

e Lanormalizacién y escalamiento de la data

e La construccion de una matriz de covarianza
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e El célculo de los autovalores (eigenvalues) y autovectores (eigenvectors)
e Latransformacion de la data original con los autovectores retenidos

e El ploteo de la nueva data con dimensiones reducidas.

Este tipo de analisis tiene muchos usos pero genera informacion que es poco interpretable
de manera tradicional. Es mejor ver el resultado como un agrupamiento de tendencias y
comportamientos en conjunto de las variables. Usualmente es util ver cada componente
como una suma de las variables luego de ser multiplicados por algun coeficiente, esto

permite tener todas las variables pero en menor medida que la data original.

3.14. Programas Computacionales (Software)

3.14.1. GenAlEx v. 6.5

GenAlEXx versién 6.5 (Peakall y Smouse, 2012) esté disefiado como un paquete de facil uso
para analizar una amplia gama de datos genéticos a nivel de poblaciones dentro del entorno
del software Excel. Halla los patrones alélicos de las muestras calculando el nimero de alelos
(Na), el numero efectivo de alelos (Ne), el indice informacion (I), la heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), las frecuencias alélicas, el indice de fijacion (F) y los
estadisticos Fis, Fst y Fit, junto con el nimero de migrantes eficaces (Nm), ademas de las
distancias genéticas de Nei. Por otro lado, GenAIEX proporciona opciones para el calculo de
varios estimadores de afinidad y/o parentesco usados ampliamente en la literatura. Posee
herramientas para localizar duplicados en las muestras de un conjunto de datos
automatizando la deteccion de genotipos repetidos dado un perfil de ADN mediante

probabilidades, finalmente permite realizar el Analisis Molecular de Varianza (AMOVA).

3.14.2. Software R

Asimismo, para el anlisis de los resultados se usara el Software R. Este programa utiliza un
lenguaje y entorno de programacion para el analisis estadistico y grafico. Proporciona una

amplia variedad de técnicas estadisticas como el modelamiento lineal y no lineal, pruebas
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estadisticas clasicas y modernas, clasificacion, agrupamiento, entre otros. Es altamente
extensible gracias al uso de paquetes “packages” (R Development Core Team, 2014).
Existen diversos paquetes para el analisis de la diversidad genética a nivel de datos
moleculares, tales como “Adegenet”, “Polysat”, “poppr”, “mmod”, “ape” y “ade4”. Estos
paquetes son colecciones de funciones R, datos y cddigos compilados en un formato bien
definido y predeterminado.

El paquete Polysat permite manejar datos de microsatélites en organismos alopoliploides,
autotetraploides o de cualquier nivel de ploidia (también en muestras con ploidia mixta).
Asume que el ndmero de copias del alelo es ambiguo en genotipos parcialmente
heterocigotos. Este paquete calcula las distancias por pares entre los individuos utilizando
un modelo de mutacion gradual o de alelos infinitos para los microsatélites. Las distancias
genéticas son utilizadas para el cdlculo de los estadisticos de diversidad alélica. Finalmente,
puede estimar la frecuencia de alelos en las poblaciones y calcular valores de Fst sobre la
base de esas frecuencias (Clark y Jasieniuk, 2011). Las frecuencias alélicas pueden ser

exportadas a paquetes como Adegenet.

“Adegenet” es un paquete dedicado al analisis exploratorio de los datos genéticos.
Implementa un conjunto de herramientas que van desde métodos multivariantes hasta la
genética espacial y el analisis de datos SNP del genoma (Jombart, 2008; 2014). El anélisis
de componentes principales (PCA) y el analisis discriminante de componentes principales
(DPCA) son dos de las poderosas herramientas para la evaluacion de los datos provenientes

de la caracterizacion molecular con microsatélites.

“Poppr” proporciona herramientas para el analisis genético poblacional, incluye medidas de
diversidad genotipica, distancias genéticas con bootstrap, la organizacion y manipulacion
jerarquica de poblaciones nativas y clonales (Kamvar et al., 2014). Mientras que, “Mmod”
es una biblioteca para el lenguaje de programacion R que permite el calculo de las medidas
de diferenciacion poblacional D (est), G "(ST) y ¢ '(ST). Este paquete se integra Yy
complementa con las bibliotecas existentes de “adegenet” y “pegas”. Mmod extiende el

poder de R como una plataforma de anélisis en genética poblacional (Winter, 2012).
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3.14.3. Software Structure

El Software Structure version 2.3.4 es de uso libre y analiza datos de genotipos multi-locus
investigando la estructura de las poblaciones. Sus usos incluyen la inferencia de distintas
poblaciones, asignando los individuos a las poblaciones, asimismo, el estudio de zonas
hibridas, la identificacion de los migrantes y de los individuos mezclados, y finalmente la
estimacion de las frecuencias alélicas en las poblaciones dadas las situaciones de migracion
y/o hibridaciones. Se puede aplicar en la mayoria de los marcadores genéticos, incluyendo
SNPs microsatélites, RFLPs y AFLPs.

En este trabajo la estructura se evalué mediante el andlisis de agrupamiento Bayesiano
descrito por Pritchard et al. (2000) usando Structure 2.3.4. Se us6 un pre-asignamiento del
namero de clusters (K) dentro del rango 1 a 10. Las corridas (runs) implicaron la generacion
de 500,000 cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), luego de un periodo de repeticiones
de prueba (burn-in) de 50,000. El experimento se ejecut6 bajo el modelo de hibridacion,
asumiendo el flujo génico ancestral entre las diversas subpoblaciones o ecotipos de quinua

en el Perd.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion molecular de 75 accesiones de quinua de Puno con 25

marcadores microsatélites

4.1.1. Numero de alelos amplificados por iniciador

Veinticinco (25) loci microsatélites resultaron ser polimoérficos en una poblacion de 75
accesiones de quinuas del departamento de Puno. EI numero de alelos total fue de 296. El
numero de alelos por marcador vario de 2 a 40 (QCA14 y QGAAO001, respectivamente) con

un promedio de 11.8 alelos por marcador para las accesiones analizadas en Puno.

Los marcadores basados en motivos repetidos de trinucle6tidos amplificaron mas alelos por
locus (promedio=14.1, n=18 loci microsatélites) que los basados en dinucleétidos
(promedio=6.14, n=7 loci microsatélites). La Tabla 6 detalla el tamafio de los alelos en pares
de bases (pb) encontrados en cada loci microsatélite, asi como el nimero total de alelos por
marcador. De los 25 loci microsatélites listados en la Tabla 6, todos amplificaron un so6lo
locus bien definido. En las Figuras 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se muestran parte de los resultados
revelados en la electroforesis para los loci QAAT062, QAAT076, QCA120, KGAZ20,
QGAAO001, KAATO007 respectivamente. EI marcador QAAT084 result6 monomorfico para
las accesiones evaluadas y KCAA106 amplifico 2 loci separados y de dificil analisis (Figura
15). Por tanto, los loci QAAT084 y KCAAL106 fueron excluidos del andlisis pero se reportan

como referencia para futuros estudios.

En general la amplificacion de los 25 microsatélites resultd ser de buena calidad, salvo
algunas excepciones, por ejemplo: el marcador KAATO007 presenté manchas tipo barrido o

“smear” en algunas muestras, pero se soluciond al repetir la electroforesis disminuyendo el



volumen de carga de ADN. En muestras donde hubo duda se repitio la PCR reduciendo la
concentracion de ADN polimerasa (Figura 14). Los marcadores QAAT026, QAATO71,
QAATO062 y QAATO022 presentaron bandas espejos o “stutter'®” para la mayoria de alelos
en los loci sefialados.

18 En el analisis SSR, las “bandas stutters” hacen referencia a una serie de una o mas bandas que aparecen
tras la PCR y cuyo tamafio difiere en 1 unidad de repeticion.
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Tabla 6: Polimorfismo genético en Puno. Tamafio y nimero de alelos amplificados con 25 marcadores microsatélites

SSR Tamarnos de alelos en pb Total alelos
QGAAOL 146 1158 | 194 | 200 | 203 | 206 [209 212 | 215|218 | 221 | 224 |227 |230 | 233 | 236 | 239 | 242 | 245 | 248 =40
251 | 257 | 260 | 266 |269 | 272 |275 | 278 | 281 [287 | 290 |293 | 299 | 308 | 311 | 320 |323 | 332 |335 | 350
KAATO07 202 | 211 |214 {217 |220 | 241 | 247 | 253 | 256 259 | 262 |268 | 271 | 274 | 277 | 280 | 283 | 286 |289 | 295 N=27

304 | 307 | 316 | 322 |323 | 325 | 367
QAATO71 |160 163|166 |169 |172 [175 (178 |181 |184 |187 [190 | 193 (199 202 | 205 | 208 | 211 n=17
QAATO022 179 (182|185 (188|191 |194 |197 |200 | 203 | 206 [209 | 212 |230 | 233 |236 |239 n=16
QAATO088 |126 (135|138 (141|144 |147 |150 |153 | 156 | 159 |162 |165 |168 |177 |180 | 183 n=16
QAATO076 |169 |175|178 |181 [184 (187 {190 |193 |196 | 199 | 202 [205 |208 |211 n=14
QAATO11 189|192 [195 |198 |201 (204 |207 |210 |213 | 216 | 219 [222 |225 |228 n=14
QAATO001 |183 (186|198 |201 |210 |216 |219 |222 |225 | 228 |231 | 234 | 237 n=13
QAATO012 |194 (197 | 200 |203 | 206 |215 |218 | 221 |224 | 227 |230 | 233 | 239 n=13
QAAT026 193|196 |199 | 202 | 205 (208 [211 |214 |217 | 220 | 223 |226 229 n=13
QAAT062 |162 |166 |169 |175 |178 (181 (184 |187 |190 [193 |196 | 199 (202 n=13
QAATO087 187 [193 |196 |202 | 208 |214 |217 | 220 223 | 226 |232 n=11
QAATO097 179 (188|191 |194 |197 | 200 | 203 | 206 (209 | 212 |230 n=11
KCAAO1l |213 |228 |231 |234 |246 | 249 | 252 | 255 |258 | 261 n=10
KGA20 177 1189 {191 {193 | 195 [ 197 (199 | 201 | 203 n=10
QAATO050 |207 [213|216 |219 | 222 |225 |228 | 231 246 n=9
QAATT78 200 {203 |206 | 209 |212 | 215|218 |221 n=8
QGA028 190|192 | 194 {196 | 206 |212 (214 | 216 n=8
KGA16 184 1186 |190 | 192 | 194 | 196 | 198 | 206 n=8
QCA120 206 | 208 (210 212 (214 | 216 n=6
QGA17 166 |172 |174 | 176|178 | 180 n=6
QAATO051 184 | 187 {190 | 193 n=4
QATGO001 |209 |212 |215 |218 n=4
QCA26 206 | 208 (210 n=3
QCA14 215|219 n=2

FUENTE: Elaboracién propia
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Figura 9: Perfil molecular del locus QAAT062
Patrén de bandas obtenido con el microsatélite QAATO062 en el sistema LI-COR 4300. Las

flechas rojas sefialan las bandas espejos o stutters que no se consideraron en el analisis.
M: marcador de peso molecular, carriles correspondientes a las muestras 1 al 12 (Anexo 1).

FUENTE: Elaboracion propia
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Figura 10: Perfil molecular del locus QAATO076

El marcador QAATO076 no mostrd la presencia muchas bandas stutters siendo mas sencillo
la identificacion de los alelos verdaderos. M: marcador de peso molecular, carriles:
correspondientes a las muestras 1 al 12 (Anexo 1).

FUENTE: Elaboracién propia
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Figura 11: Perfil molecular del locus QCA120

El marcador QCA120 no mostrd la presencia bandas espejos o “stutters”. Hay mayor
cantidad de accesiones con una s6lo banda. M: marcador de peso molecular, carriles
correspondientes a las muestras 1 al 20 (Anexo 1).

FUENTE: Elaboracién propia
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Figura 12: Perfil molecular del locus KGA20

El marcador KGA20 no mostro la presencia bandas espejos o “stutters”. Hay mayor cantidad
de accesiones con una sélo banda. M: marcador de peso molecular, carriles correspondientes
a las muestras 1 al 17 (Anexo 1).

FUENTE: Elaboracién propia
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Figura 13: Perfil molecular del locus QGAAQ001

Este marcador revela la presencia de bandas espejos o “stutters”. Muestra un mayor rango
de amplitud en los alelos amplificados. Se observa en el carril 3 una accesién con 4 alelos.
M: marcador de peso molecular, carriles correspondientes a las muestras 1 al 24 (Anexo 1).
FUENTE: Elaboracion propia
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Figura 14: Perfil molecular del locus KAATO007

Patron de bandas obtenido con el microsatélite KAATO007 en el sistema LI-COR 4300. M:
marcador de peso molecular, carriles correspondientes a las muestras 1 al 8 (Anexo 1). En
la imagen se aprecian manchas a modo de barrido o smear (izquierda, carriles 5, 6, 7) que
desaparecen al reducir la mitad de la concentracién de ADN. Esta modificacion permitio
mejorar la nitidez de las bandas.

FUENTE: Elaboracion propia
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Figura 15: Perfil molecular del locus KCAA106

Patron de bandas obtenido con el microsatélite KCAAL06 en el sistema LI-COR 4300. Los
marcadores de peso estandar o ladders “L” se ubican en los extremos. Se pueden apreciar
dos loci diferenciados, siendo el locus 2 el mas difuso por debajo del locus principal. Loci
no incluido en el andlisis. M: marcador de peso molecular, carriles correspondientes a las
muestras 1 al 23 (Anexo 1).

FUENTE: Elaboracion propia

En la presente tesis, los marcadores basados en motivos repetidos de trinucle6tidos
amplificaron mas alelos por locus (promedio=14.1, n=18 loci microsatélites) que los basados
en motivos de dinucleétidos (promedio=6.14, n=7 loci microsatélites). Una prueba de t-
student confirmo la diferencia significativa para el polimorfismo entre los marcadores con
motivos trinucledtidos y dinucle6tidos (pruebat no pareada con varianzas distintas, t = 3.55,
gl =23, p=0.0016). Corroborandose lo que fue demostrado por Mason et al. (2005); Fuentes
et al. (2008); Fuentes et al. (2012).

En general, para los 25 SSRs estudiados, todos amplificaron bandas monomorficas
(Maughan et al., 2004 y Mason et al., 2005) o con la presencia de 2 alelos reconociendo el

tipo de herencia disomica sefialado por Gandarillas, (1968); Simmonds, (1971); Risi y
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Galwey, (1984); Bonifacio, (1990); Ward, (2000), (2001); Maughan et al. (2004); Palomino
et al. (2008). En casos menos frecuentes y excepcionales se observd més de 2 bandas
amplificadas. Bajo la situacion anterior, las accesiones no fueron tomadas en cuenta para
los respectivos analisis en el presente estudio. Sin embargo, se conoce que no siempre es
conveniente dar por sentado que las variedades autbgamas son homocigéticas en todos los
loci, incluso en los loci SSR.

La heterocigosidad residual, la polinizacion cruzada o la mezcla fisica pueden dar lugar a
heterogeneidad. Por este motivo, generalmente se recomienda analizar un ndmero de
semillas individuales, puesto que ello revelara cualquier posible heterocigosidad de este tipo.
A pesar de ello, por las razones de costo se justifica el analisis de un muestreo en bloque de
un nimero acordado de individuos (5-10 individuos por accesion) para representar el perfil
de ADN de una accesion de quinua. Otra posible razon para observar méas de dos o tres
bandas de alelos de la misma intensidad es la herencia tetrasémica sefialada por Ward, (2000)
en quinua. Bajo cualquier explicacion, la mejor solucion para dilucidar las frecuencias
alélicas y genotipicas siempre serd realizar un analisis individual a un nimero determinado

de individuos de una accesion o variedad (Costa et al., 2012; Costa et al., 2014).

4.2.  Analisis de la diversidad alélica en el departamento de Puno

La riqueza alélica en 75 accesiones de Puno fue de 296 alelos evaluados con 25 marcadores
microsatélites (100% de los loci SSR resultaron polimarficos), siendo el promedio de alelos
por locus n=11.8. Los resultados se detallan en la Tabla 7 y se observa que el locus QCA14
es el que menor nimero de alelos reporta (2 alelos en un rango de 215-219 pb), mientras que
QGAAO001 seriala 40 alelos encontrados en todo el departamento de Puno con un rango de
amplificacion 146-350 pb. A diferencia de Morillo y Gonzélez, (2009) cuyo marcador
QCAZ26 amplifico 18 alelos para quinuas ecuatorianas, en este trabajo se revelaron tan sélo

3 alelos para dicho marcador SSR.

Por otro lado, considerando las accesiones del departamento de Puno como una unica

poblacidn, se observa que la heterocigosidad observada (Ho) es menor a la heterocigosidad
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esperada (He)’ en la mayoria de los locus analizados, siendo la Ho en promedio menor a la
esperada (prueba Wilcoxon con signo, V = 6, p-value = 2.69e-05). Lo que indica una menor
variabilidad en la poblacion y una deficiencia de individuos heterocigotos. Sin embargo,
para el locus QATGO001 la Ho (0.924) fue mayor con respecto a la He (0.67) con la
amplificacion de sélo 4 alelos en un rango de 209-218 pb. Es el Gnico locus SSR que muestra
esta diferencia, revelando una mayor variabilidad.

Como se ha sefialado, la quinua al ser una especie principalmente autbgama y con una tasa
de polinizacién cruzada (alogamia) de hasta 17% (Spehar y Santos, 2005) no cumpliria el
supuesto de apareamiento al azar y no se encontraria en equilibrio bajo el modelo Hardy-
Weinberg (H-W). Para confirmar el equilibrio H-W se calcul6 la heterocigosidad esperada
y la heterocigosidad observada en cada loci microsatélite mediante el paquete “Adegenet”
del programa R. Luego, se aplicd la prueba estadistica Chi cuadrado verificando la
desviacion del equilibrio a un nivel de significancia a=0.05 en los loci analizados (Anexo
3).

Los resultados de diversidad alélica encontrados en este trabajo son similares a los hallados
por Christensen et al. (2007) con un promedio de alelos n=11,7 evaluando un amplio rango
de accesiones de Ecuador, Peru, Bolivia, Chile y Argentina. Sin embargo, Costa et al. (2012)
y Costa et al. (2014) con tan sélo 35 accesiones y 22 SSRs logra encontrar 354 alelos y un

promedio de alelos n=16.1.

Los resultados de Costa et al. (2012, 2014) son el producto de una metodologia donde por
cada accesion se evaltan 10 individuos de forma independiente. Siguiendo esta técnica se
logra encontrar un mayor namero de alelos que pueden no identificarse al caracterizar menos
de 10 individuos o plantas por accesion. Ademas, la metodologia le permitié una evaluacion

mas exhaustiva de la estructura poblacional en las muestras de quinuas Argentinas.

17 Se optd por la prueba no paramétrica de Wilcoxon luego de revisar los supuestos de normalidad en ambas
grupos mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Ho: W = 0.94108, p-value = 0.1567; HEsp: W = 0.85563, p-value
= 0.002256) y la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Bartlett (Bartlett's K?= 0.39999, df =
1, p-value = 0.5271).
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En esta tesis, asi como en Christensen et al. (2007) y Fuentes et al. (2009a) se utilizo la
estrategia de bulks, sin posibilidad de estimar la variabilidad intra-poblacional dado por el
grado de alogamia de la especie (Gandarillas, 1979; Lescano, 1994; Spehar y Santos, 2005;
Risi y Galwey, 1984). Por lo tanto, una excelente estrategia en trabajos futuros para la
caracterizacion completa de la Coleccién Nacional de quinuas peruanas sera seguir la
metodologia de Costa et al. (2012, 2014) y ampliar el nimero de individuos analizados por
accesion de forma independiente, con ello, la estimacion de las frecuencias alélicas sera mas

exacto.

Cuando se compara la riqueza alélica entre las diferentes provincias del departamento de
Puno (Tabla 7), se encuentra que la cantidad de alelos por marcador para Lampa (2
accesiones), San Roman (1 accesién) y Yunguyo (2 accesiones) es mucho menor en
comparacion a las provincias de Puno (35 accesiones), Chucuito (18 accesiones) y El Collao
(18 accesiones). Ello debido a la poca cantidad de muestras analizadas. Una mejor
comprension de la variabilidad dentro del departamento supondria incrementar el nimero de

accesiones analizadas para estas provincias.

Las comparaciones con trabajos previos, sefialados en la Tabla 8 permiten concluir que en
el presente estudio se ha obtenido un nimero relativamente elevado de alelos por locus. Por
tanto, se puede hablar de una gran riqueza genética presente en las accesiones evaluadas

dentro de esta coleccion.
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Tabla 7: Loci microsatélite, motivo, rango y distribucion de la diversidad alélica evaluada en quinuas del departamento de Puno

(n=ntmero de accesiones por provincia)

Numero de alelos observados

. . Rango de
SSR Motivo repetido alelos (pb) Pn‘iZ'? CHLnJ(ZZJl-JsITO LAr\II\Z/IZPA R(?E/I':AN C?E%O Yur\:]cigvo roraL | HO |He
QGAA001 | (GAA)ss 146-350 28 16 3 2 17 2 40 10.48 |0.96
KAATO007 (AAT)30 202-367 23 10 2 1 13 2 27 10.17 (091
QAATO71 (ATT)30 160-211 11 11 3 2 9 2 17 10.42 [0.87
QAAT022 (TTA)2 179-239 11 11 3 2 13 4 16 |0.60 [0.88
QAATO088 (ATT)a0 126-183 14 10 2 2 10 3 16 |0.40 [0.89
QAATO076 (ATT)a0 169-211 11 10 4 2 11 4 14 |0.58 [0.87
QAATO11 |(ATT)ATCATTGTT(ATT)1s 189-228 10 11 1 3 8 1 14 |0.55 |0.85
QAATO001 (AAT)sAAC(AAT)sACT(AAT)IACT(AAT)1s |  183-237 10 4 3 1 7 3 13 |0.38 |0.69
QAATO012 (AAT)1w0 194-239 10 7 2 2 8 3 13 [0.37 [0.80
QAATO026 (TAT)17 193-229 11 7 2 2 11 4 13 [0.58 [0.85
QAAT062 (TAA)2; 162-202 12 9 2 2 8 3 13 054 [0.84
QAATO087 (ATT)12 187-232 9 8 2 2 9 2 11 |0.37 [0.84
QAAT097 (AAT)1s 179-230 8 6 2 2 10 3 11 |0.61 [0.84
KCAAO01L | (ATT)w(GTT);GTA(GTT)1s 213-261 9 5 3 1 8 1 10 [0.46 [0.81
KGA20 (CTN2 177-203 8 4 2 1 7 2 10 |0.49 [0.71
QAATO050 | (AAT)y 207-246 7 5 1 2 7 3 9 (036 |0.79
QAATT78 (AAT)2 200-221 7 5 1 2 4 2 8 0.28 |0.77
QGAO028 (AG)7;AC(AG)20 190-216 7 6 2 1 5 2 8 0.47 |0.75
KGALl6 (GA)2 184-206 7 6 3 2 5 1 8 0.36 |0.70
QCA120 (TG)4CG(TG)s(AG)s 206-216 6 6 2 1 6 2 6 [0.47 [0.62
QGA17 (TG)sAAG(GA)1s 166-180 6 5 1 2 4 3 6 |0.55 [0.59
QAATO051 (AAT)14 184-193 4 3 1 1 3 2 4 0.20 |0.47
QATGO001 (CAT)s 209-218 4 4 2 2 4 3 4 0.92 |0.67
QCA26 (TG)12 206-210 2 3 2 1 3 1 3 0.02 |0.45
QCA1l4 (GT)21(GA)12 215-219 2 2 2 1 2 1 2 0.00[0.21
TOTAL 237 174 53 42 192 59 296

FUENTE: Elaboracion propia




Tabla 8: Comparacion de la riqueza alélica en diferentes estudios usando marcadores

microsatélites

Altiplano)

Localizacionde | N° | N° Prom. | Rango de
Fuente . AE
accesiones ACC [ SSRs AE He
Ecuador, Peru,
Christensen et al. (2007) |Bolivia, Chile y| 151 | 36 |[420| 11.7 | 0.45-0.94
Argentina.
Ecuador, Colombia
Jarvis et al. (2008) Pert, Bolivia, Chile| 23 | 216 |888| 4.1 | 0.12-0.90
y Argentina
Fuentes et al. (2009a) Chile 59 20 |150| 7.5 | 0.07-0.90
Morillo 'y Gonzélez,
(2009) Ecuador 77 8 84 | 105
Ecuador, Colombia,
Fuentes et al. (2012) Per(, Bolivia, Chile| 34 20 |118| 5.9 | 0.12-0.87
y Argentina
Costa et al. (2012) Argentina 35 22 | 354| 16.1 | 0.58-0.93
Veramendi et al., (2013) anl's';’;a Periyolros| o515 8 129 | 16.1 | 0.77-0.95
Alva, (2014) Perd (Accesiones de| 25 | 55 | 970 | 120 | 0.49-0.93
Valles Interandino)
Presente estudio Perdl (Accesiones de| 75 | 55 | 296 | 118 | 0.21-0.96

Heterocigosidad (He), Numero de accesiones evaluadas (N° ACC), Alelos encontrados
(AE), Promedio de alelos (Prom. AE).

FUENTE: Elaboracion propia




4.3. Diferenciacion genética entre las accesiones del departamento de Puno

4.3.1. Analisis de Componentes Principales

El analisis exploratorio de componentes principales (PCA) en las accesiones de Puno refleja
una distribucion compleja. Se observa que entre las provincias las accesiones no evidencian
una clara separacion o diferenciacion entre ellas. Este analisis primario explora las
diferencias entre las accesiones y es un primer paso para continuar con los estudios de
estructura o diferenciacion genética correlacionandolos con la variable de las distancias

geogréficas.

Eigenvalues

Figura 16: PCA entre las accesiones de diferentes provincias del departamento de Puno
FUENTE: Elaboracion propia
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Historicamente, el departamento de Puno es el mayor productor de quinua a nivel nacional
y son las provincias de Puno (Acora, Capachica, Mafiazo y Vilque), ElI Collao (llave);
Chucuito (Juli, Pomata y Desaguadero), Yunguyo (norte de Puno), Azangaro (Arapa, Chupa,
San Jose), Huancané (Taraco, Pusi), Lampa (Cabanilla, Pucara), Melgar (Ayaviri, Llalli,
Nufioa, Umachiri) y San Roman (Cabana, Caracoto) las que han destacado en los niveles de
produccién del grano (MINCETUR, 2016). Geograficamente estas provincias se encuentran
sobre un territorio de relieve plano con el aspecto de una inmensa planicie cubierta de pastos
0 pajonales, en cuyo horizonte emergen algunos nevados, con un clima frio y semi seco.
Estas variables geograficas y climaticas logran que se mantenga como constante en estas
accesiones el mostrar alto rendimiento de grano, temprana floracion, largas inflorescencias
y una menor altura de plantas. Mientras que, como caracteristicas diferenciales el contenido
de proteina, contenido de saponina y respuesta al mildiu, estas Ultimas principalmente
asociadas al manejo agronémico realizado por los agricultores. Por ello, no ha de resultar
extrafio encontrar en este analisis exploratorio de PCA una distribucion de accesiones sin
una clara diferenciacion genética que se vea apoyada por la ubicacion geogréafica de las

colectas de accesiones.

En este trabajo se evidencia una gran riqueza genética entre las accesiones analizadas en el
departamento de Puno. Se propone que esto es producto del gran intercambio de semillas
por parte de los agricultores dentro de las provincias y por la cercania geografica entre los
diferentes lugares de colecta. Por ello, al existir un mayor flujo comercial y estrategias de
acopio de semillas técnicamente no bien desarrolladas y sin claro manejo de conservacion
de las accesiones que muestran caracteristicas distintivas se habria promovido un flujo
génico que mantuvo en constante cambio la diversidad ya existente. Entonces, es posible
que un factor determinante como la cercania entre las localidades, sumado al grado de
alogamia de la especie promoviera la gran diversidad genética, pero sin una diferenciacién
significativa debido a un aislamiento geografico o por distancias entre las localidades. Ortiz
et al. (1999) sefala que la gran diferenciacion genética dentro de las colecciones de quinuas

peruanas se revela entre los departamentos donde se cultiva la quinua.
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4.3.2. Distancias genéticas entre las diferentes provincias del departamento de Puno

Las accesiones de las provincias de Puno, Chucuito, EI Collao, Lampa y San Roman
muestran mayor distancia genética de Nei (Nei, 1972) con respecto a las accesiones de la
provincia de Yunguyo (distancias genéticas superiores a 0.75), Tabla 9. La provincia de
Yunguyo se ubica geograficamente en la peninsula del lago Titicaca, mostrando también
mayor lejania o distancia geografica de las demas provincias (Figura 17). Estos resultados
podrian indicar que hay cierto grado de diferenciacion debido a un aislamiento por distancia.
Sin embargo, con respecto a lo anteriormente asumido se debe considerar que hay un sesgo
debido al numero limitado de accesiones para las provincias de Lampa (2 accesiones), San
Roman (1 accesion) y Yunguyo (2 accesiones) que tienden a incrementar los valores de las

distancias genéticas.

Tabla 9: Calculo de las distancias genéticas de Nei entre las provincias del
departamento de Puno

Puno | Chucuito | El Collao | Lampa | San | Yunguyo | Provincias
Roman

0.000 Puno
0.112* 0.000 Chucuito
0.199* 0.204* 0.000 El Collao
0.490 0.550 0.395 0.000 Lampa
0.545 0.567 0.568 0.712 | 0.000 San Roman
0.751 0.780 0.815 0.752 | 0.999 0.000 | Yunguyo

* Las distancias genéticas de Nei por pares entre las provincias de Puno, Chucuito y
Yunguyo son relativamente menores y dan indicios de poco diferenciacion entre estos
grupos de accesiones consideradas poblaciones en este analisis, corroborandose lo observado
en el PCA.

FUENTE: Elaboracion propia
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4.3.3. Estadistico Fst en el analisis de la diferenciacion genética entre accesiones del

departamento de Puno

La diferenciacion genética basada en el estadistico Fst sefiala que las accesiones de los pares
(*) Puno-Chucuito, Puno-El Collao y Chucuito-El Collao muestran poca diferenciacion
genética (valores entre 0.0 - 0.05) (Tabla 10). Este resultado complementa lo demostrado en

el PCA y las distancias genéticas anteriormente descritas.

Se puede sefialar de forma general que el germoplasma del departamento de Puno no muestra
una clara diferenciacion genética basandonos en una diferenciacion geografica por
provincias. Resulta importante sefialar que la interrelacion de las variables geograficas y
climaticas de este territorio, sumado al grado de intercambio de las semillas de quinua por
parte de los agricultores van configurando una Unica poblacién a las accesiones del
departamento de Puno con cierto grado de variacion intraespecifica demostrado con la alta

riqueza alélica.

Tabla 10: Calculo del estadistico Fst por pares entre las provincias del departamento

de Puno

Puno | Chucuito | El Collao | Lampa | San | Yunguyo | Provincias
Roman

0.000 Puno
0.020* 0.000 Chucuito
0.037* 0.035* 0.000 El Collao
0.157 0.164 0.143 0.000 Lampa
0.223 0.224 0.224 0.395 | 0.000 San Roman
0.204 0.204 0.215 0.321 | 0.453 0.000 | Yunguyo

FUENTE: Elaboracion propia
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Figura 17: Distribucion de las accesiones evaluadas en el departamento de Puno
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4.4. Diversidad alélica entre las accesiones del altiplano (Puno) y de Valles

interandinos (Cuzco, Ayacucho, Ancash, Huancavelica)

Uno de los objetivos de esta tesis comprende comparar la diversidad genética de las
accesiones del altiplano (departamento de Puno), versus los resultados de caracterizacion en
las accesiones de valles interandinos que comprenden los departamentos de Cuzco,
Ayacucho, Ancash y Huancavelica. Para tal fin, Alva (2014) proporciono la base de datos
de la caracterizacion de 75 accesiones de quinuas de valles interandinos. Este conocimiento
indicard la real riqueza de alelos y la diversidad genética en estos grupos de estudio
(ecotipos). Los resultados se detallan en la Tabla 11, sefialan que no hay diferencia
significativa entre el niumero de los alelos encontrados entre las muestras de valles
interandinos y del altiplano. Sin embargo, si hay claras variaciones en el rango alélico y
diferencias en la cantidad de alelos privados entre ambos ecotipos.

Los ecotipos valles interandinos y del altiplano han sido bien estudiados a través de la
caracterizacion morfoldgica y reflejan una diferenciacion genética. En los trabajos de Risi
y Galwey, (1989a), (1989b) y de Eguiluz, (2012) se evidenci6 que difieren principalmente
en los caracteres ciclo de vida, altura de planta, rendimiento, contenido de proteina,
contenido de saponina y respuesta al mildiu, existiendo mayor variacion en el ecotipo de
valles interandinos para el ciclo de vida, altura de planta y respuesta al mildiu. Logran
demostrar la existencia de los dos grupos de quinua peruanos: los ecotipos de valles
interandinos y altiplano. Estos estudios resultan importantes porque ayudan a entender que
caracteres morfoldgicos y agronémicos predominan ante determinada condicion ambiental
y geogréfica. Con este previo conocimiento se puede buscar asociarlos a marcadores
moleculares para entender la base genética de estas caracteristicas contrastantes y ayuden en

los programas de mejoramiento genético.

Del anélisis de la diversidad alélica sefialado en la Tabla 11 se observa que los alelos
privados para valles interandinos representan el 17.06% del total de alelos encontrados (551
alelos con 22 marcadores SSRs), mientras que la cantidad de alelos privados para altiplano

(Puno) es de 14.05%. Este resultado refleja que el ecotipo de valles interandinos va
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almacenando un acervo genético propio y distintivo del ecotipo altiplano el cual se ha
denominado el centro de origen y de diversidad de la especie por largo tiempo.

En la Figura 18 se presentan los resultados comparativos del nimero de alelos, nimero de
alelos privados y heterocigosidad, siendo el departamento de Cuzco y Puno quienes
presentan en promedio mayor numero de alelos n=11.56 y n=11.2 alelos respectivamente.
El departamento de Puno presenta un mayor numero de alelos privados promedio n=3.08.

La heterocigosidad para Cuzco es de He=0.764 ligeramente superior a Puno He=0.716.
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Tabla 11: Resultados comparados de la diversidad genética entre accesiones de valles

interandinos (V) y accesiones del altiplano (A) con 22 marcadores microsatélites

Heterocigosidad Alelos Alelos Rango Alélico
(He) encontrados | privados (pb) Fst

Locus \Y A V A V | A Vv A V A
KAATO007 0.93 0.91 26 27 12 | 12 | 178-316 | 202-367 | 0.025| 0.027
KCAAO011 079 | 081 | 12 10 5 | 3 |207-255|213-261 |0.062| 0.056
KGAL16 0.65 0.7 4 8 0 4 | 184-196 | 184-206 | 0.013 | 0.014
KGA20 0.74 0.71 9 9 4 3 |173-201|177-203 {0.130| 0.130
QAATO001 086 | 0.69 | 14 13 5 | 4 |183-234|183-237 [0.071| 0.068
QAATO012 0.83 0.8 12 13 3 | 4 |200-239 | 194-239 [ 0.063 | 0.060
QAATO022 0.93 0.88 20 16 5 0 |179-248 | 179-239 [ 0.018 | 0.020
QAATO026 0.82 0.85 13 13 1 1 |196-232 | 193-229|0.022 | 0.024
QAATO051 0.59 0.47 4 4 2 2 |178-187 |184-193 |0.274 | 0.290
QAATO071 0.89 0.87 15 17 3 5 |157-229 | 160-211 [ 0.037 | 0.037
QAATT78 088 | 0.77 | 14 8 7 | 0 |200-239 | 200-221 [ 0.063| 0.06
QAATO087 0.85 0.84 13 11 4 2 |187-235|187-232|0.029 | 0.026
QAATO088 0.84 0.89 15 16 3 4 | 132-189 | 126-183 | 0.022 | 0.026
QAATGO001 | 0.49 | 0.67 4 4 0 | 0 |209-218 | 209-218 [0.031| 0.025
QCA14 0.76 0.21 6 2 4 0 |209-221 | 215-219 (0.167 | 0.182
QCA26 0.64 0.45 4 3 2 1 |202-208 | 206-210 | 0.194 | 0.209
QCA120 0.69 0.62 6 6 1 1 |204-214 | 206-216 | 0.033 | 0.025
QGA17 0.72 0.59 6 6 2 2 |170-182 | 166-180 | 0.154 | 0.147
QGAO028 0.88 0.75 14 8 8 2 1192-234|190-216 | 0.071 | 0.068
QGAAO001 0.93 0.96 31 40 6 | 15 |146-311 |146-350|0.016 | 0.014
QAATO076 0.82 0.87 14 14 5 5 |151-199 | 169-211 | 0.06 | 0.057
QAAT097 0.87 0.84 14 11 6 3 |188-236 | 179-230 [ 0.044 | 0.043
Total 270 281 94 | 78

Promedio 0.79 0.74 12 11.7 | 3.9 |3.25

FUENTE: Elaboracién propia
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4.5. Agrupamiento mediante métodos multivariados entre las accesiones del
altiplano (Puno) y accesiones de valles interandinos

4.5.1. Analisis de Componentes Principales (PCA) para accesiones de altiplano (Puno)

y Valles Interandinos (Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho)

Una vez realizado el analisis PCA para las accesiones de Puno, también se amplio el estudio
con las accesiones de valles interandinos. Se encontrd que los ecotipos se separaban en dos
grandes grupos correspondientes a sus ubicaciones geogréficas. En la Figura 19 se observa
cémo las accesiones de Puno claramente se agrupan diferenciandose de las accesiones de los

departamentos de Ayacucho, Cusco, Ancash y Huancavelica.

Eigenvalues
: @

Figura 19: Analisis de PCA entre las accesiones de diferentes provincias de los ecotipos
Altiplano (Puno) y Valles interandino (Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho)
FUENTE: Elaboracién propia
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4.6. Diferenciacion genética entre las accesiones del ecotipo altiplano y de valles

interandinos

4.6.1. Distancia genética y estadistico Fst entre las accesiones del Altiplano y de valles

interandinos

Segun lo sefialado por Ortiz et al. (1999) la gran diferenciacion genética dentro de las
colecciones de quinuas peruanas esta entre los departamentos donde se cultiva. Los
resultados por pares de las distancias genéticas de Nei entre los departamentos que
comprenden los valles interandinos y el altiplano (Tabla 12) revelan la variacion inter-

poblacional corroborando lo anteriormente descrito por el autor.

Tabla 12: Matriz de Distancia Genética de Nei por pares entre los departamentos de

valles interandinos y de altiplano

Puno Cusco | Ayacucho | Huancavelica | Ancash Departamentos
n=75 n=60 n=4 n=1 n=5 (ndmero accesiones)
0.000 Puno

0.540 0.000 Cusco

0.675 0.312 0.000 Ayacucho

0.961 0.479 0.774 0.000 Huancavelica
0.620 0.373 0.667 0.823 0.000 Ancash

FUENTE: Elaboracion propia

Asimismo, los resultados muestran una mayor distancia genética para los pares de
departamentos Puno-Huancavelica (0.961) y Huancavelica-Ancash (0.823). Este Gltimo
resultado se correlaciona muy bien a la distancia geogréafica del lugar de colecta de las
accesiones; tanto Ancash (hacia el norte del pais) como Puno (ubicado al sur-este) difieren

significativamente en distancia geografica de Huancavelica (zona centro de Peru).
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Para un mayor entendimiento de la diferenciacién genética debido a una correlacion
geogréfica se calculo el Fst entre las accesiones del altiplano (Puno) y de valles interandinos
(Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho). Se encontré un valor FST igual a 0.066

indicando una moderada diferenciacion genética (Tabla 13).

Tabla 13: Estadistico Fst entre los ecotipos altiplano y valles interandinos

: Altiplano
Ecotipos
(Puno)
Valles interandinos
(Huancavelica, Ancash, Cusco, Ayacucho) 0.066**

** significa una moderada diferenciacion genética.
FUENTE: Elaboracién propia

4.6.2. Analisis de diferenciacion estructural entre los ecotipos Altiplano y valles

interandinos

A Analisis Discriminante de Componentes Principales (DPCA)

El Analisis de componentes principales (PCA) es un alcance para conocer el grado de
diferenciacion real entre las accesiones de los diferentes departamentos evaluados. Sin
embargo, se amplio el analisis usando el algoritmo del DPCA. Este analisis nos sefiala el
porcentaje de pertenencia de una accesion a su correspondiente ecotipo o cluster en contraste

a su ubicacion geografica conocida. (Figura 20).

B. Analisis de Clusters con el programa STRUCTURE

El andlisis se baso en el método de agrupamiento por modelamiento Bayesiano usando el
Software Structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). EI programa utiliz6 algoritmos de
agrupamiento Bayesianos con los métodos en cadena de Montecarlo MCMC (Markov Chain

Monte Carlo) para la asignacion de genotipos a un nimero predeterminado de poblaciones
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o cluster (K). Los datos fueron introducidos a partir de la matriz de alelos generados a partir

de los marcadores microsatélites.

Se considerd entre los pardmetros un modelo de hibridacion, ya que se asumi6 un flujo
génico ancestral entre las diversas subpoblaciones o ecotipos. Esta opcidn genera valores
mas reales cuando una poblacion no esté claramente definida o predeterminada por el usuario
(Pritchard et al., 2000). Para asignar el periodo de burn-in (nimero de repeticiones sin toma
de datos) se consideré el 10% de las MCMC (MCMC = 500 000 y burn-in = 50 000), con
10 iteraciones por cada k (Vargas et al., 2010). En la figura 21 se muestran los resultados de
dos agrupamientos definidos como accesiones de valles interandinos y altiplano, a partir de

150 accesiones de quinua con 22 marcadores microsatélites.

82



1.0

06 08
1

04

membership probability

02
l

=] Cluster 1
= Cluster 2

0.0

Individuos

Figura 20: DPCA entre las accesiones de diferentes provincias de los ecotipos Altiplano (Puno) y Valles interandino (Huancavelica,
Ancash, Cusco, Ayacucho)

Los resultados de esta imagen detallan el porcentaje de pertenencia de una accesion al cluster correspondiente del lugar de colecta y cultivo.
FUENTE: Elaboracion propia
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V. CONCLUSIONES

Se estandarizo las condiciones de PCR vy electroforesis de los loci SSRs empleados
en el presente estudio y esto permitira la caracterizacion completa de la Coleccién
Nacional de quinua peruana.

La caracterizacion con 25 marcadores microsatélites empleados en las 75 accesiones
del departamento de Puno (altiplano) resultaron en bandas que permiten discriminar
la identidad de cada una de ellas, resultando polimérficas e informativas para la
posterior evaluacion de la Coleccion Nacional de quinua peruana. La estimacion de
la diversidad genética de 75 accesiones de quinua del departamento de Puno revela
una gran riqueza de alelos, promedio de alelos por loci SSR= 11.8, éste valor es
superior a importantes estudios de caracterizacién en colecciones de quinua en
Latinoamérica.

Se comprobé que la comparacion de la diversidad genética de quinuas procedentes
de distintas provincias dentro del departamento de Puno (ecotipo altiplano) no fue
significativa entre los pares.

Los andlisis de agrupamiento para las accesiones del departamento de Puno no
sefialan diferenciaciéon o variacion inter poblacional significativa entre las
localidades de colectas de quinua dentro del departamento de Puno (altiplano). Esta
conclusion esta apoyada por los valores bajos de distancias genéticas entre provincias
del departamento y los valores del estadistico Fsr.

El estudio de la distribucién de la variabilidad genética en 75 accesiones de quinua
dentro del departamento de Puno (altiplano) no sefiala diferenciacion genética basada
en diferenciacion geogréafica por provincias. Se sugiere considerar a las accesiones
del altiplano como una unica poblacion debido al alto grado de intercambio de
semillas por parte de los agricultores y condiciones climaticas y geogréaficas

similares.



6. Se evidencia una clara diferenciacion genética entre los ecotipos de altiplano y valles
interandinos con 22 marcadores microsatélites, confirmandose lo descrito en estudios
de caracterizacion morfoldgica previos. Existe una moderada diferenciacion genética
(Fst=0.066) entre las accesiones del ecotipo altiplano (departamento de Puno) y de
valles interandinos (Cusco, Ayacucho, Ancash y Huancavelica).
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VI. RECOMENDACIONES

Para un mayor alcance de estudios en genética de poblaciones de las colecciones de
quinua se sugiere el uso de una estrategia donde por cada accesion se evalGen de 10 a
mas individuos de forma independiente, pues se lograria encontrar un mayor nimero de
alelos y evaluar exhaustivamente la estructura poblacional en las muestras de quinua.
La estrategia de muestreo del ADN (bulk DNA sampling) presenta limitaciones para

estudios de estructura poblacional en el cultivo de la quinua.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Datos pasaportes de las accesiones evaluadas en el departamento de Puno

. =oelgo Codigo de . " . : : :
N CoIe_ccmn AcCesion Departamento | Provincia Distrito Localidad Latitud Longitud | Altitud
Nacional
1 PER004405 P1Q031032 PUNO PUNO ACORA HUANCCONI -15.97415 | -69.79878 | 3827
2 PER004406 P1Q031033 PUNO PUNO ACORA HUANCCONI -15.97415 | -69.79878 | 3827
3 PER004408 P1Q031035 PUNO PUNO ACORA CARITAMAYA -16.00981 | -69.73471 | 3833
4 PER004410 P1Q031037 PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.8392 | -70.02917 | 3856
5 PER004411 P1Q031038 PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.8392 | -70.02917 | 3856
6 PER004412 P1Q031039 PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.8392 | -70.02917 | 3856
7 PER004414 P1Q031041 PUNO PUNO ACORA MOROCCOLLO -15.97415 | -69.79878 | 3827
8 PER004416 P1Q031043 PUNO PUNO ACORA CHALLA PATJJA | -15.97415 | -69.79878 | 3827
JACHA JANCCO
9 PER004426 P1Q031053 PUNO CHUCUITO |HUACULLANI |PUNC -16.62864 | -69.32256 | 3959
JACHA JANCCO
10 PER004428 P1Q031055 PUNO CHUCUITO |HUACULLANI |PUNC -16.62864 | -69.32256 | 3959
11 PER004429 P1Q031056 PUNO CHUCUITO |HUACULLANI |SIN DATOS -16.62864 | -69.32256 | 3959
12 PER004432 P1Q031059 PUNO CHUCUITO |HUACULLANI |SIN DATOS -16.62864 | -69.32256 | 3959
13 PER004433 P1Q031060 PUNO CHUCUITO |HUACULLANI |SIN DATOS -16.62864 | -69.32256 | 3959
14 PER004435 P1Q031062 PUNO PUNO ACORA TITIJO -15.97415 | -69.79878 | 3827
15 PER004436 P1Q031063 PUNO PUNO ACORA TITIJO -15.97415 | -69.79878 | 3827
16 PER004445 P1Q031072 PUNO PUNO ACORA SILLANIAMAYA | -15.97415 | -69.79878 | 3827
17 PER004452 P1Q031079 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
18 PER004453 P1Q031080 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
19 PER004454 P1Q031081 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
20 PER004455 P1Q031082 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
21 PER004456 P1Q031083 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
22 PER004457 P1Q031084 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
23 PER004458 P1Q031085 PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 | -69.79878 | 3827
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Anexo 1: Continuacion...

. =oelgo Codigo de . " . : : :
N CoIe_ccmn AcCesion Departamento | Provincia Distrito Localidad Latitud Longitud | Altitud
Nacional
24 PER004460 P1Q031087 PUNO PUNO ACORA TUCANTANI -15.97415 | -69.79878 | 3827
25 PER004461 P1Q031088 PUNO PUNO ACORA TUCANTANI -15.97415 | -69.79878 | 3827
26 PER004394 P1Q031018 PUNO LAMPA LAMPA CHOCOROSI -15.36517 | -70.36686 | 3964
27 PER004393 PIQ031017 PUNO LAMPA PUCARA PUCACHUPA -14.9262 | -70.50536 | 3910
28 PER004392 P1Q031016 PUNO SAN ROMAN | JULIACA YOCARA -15.5102 | -70.2156 | 3910
29 PER004391 P1Q030911 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
30 PER004389 P1Q030909 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
31 PER004387 P1Q030906 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
32 PER004384 P1Q030903 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
33 PER004383 P1Q030902 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
34 PER004382 P1Q030901 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
35 PER004381 P1Q030900 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
36 PER004380 P1Q030899 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
37 PER004379 P1Q030898 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
38 PER004378 P1Q030897 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
39 PER004377 P1Q030894 PUNO PUNO PUNO PUNO -15.8392 | -70.02917 | 3827
40 PER004376 P1Q030893 PUNO EL COLLAO |ILAVE ILAVE -16.08591 | -69.63811 | 3847
41 PER004374 P1Q030891 PUNO EL COLLAO |ILAVE ILAVE -16.08591 | -69.63811 | 3847
42 PER004371 P1Q030883 PUNO CHUCUITO |POMATA POMATA -16.27294 | -69.29308 | 3915
43 PER004363 P1Q030869 PUNO PUNO CHUCUITO CHUCUITO -15.89422 | -69.88971 | 3871
44 PER004362 P1Q030868 PUNO PUNO CHUCUITO CHUCUITO -15.89422 | -69.88971 | 3871
45 PER004361 P1Q030867 PUNO CHUCUITO | JULI JULI -16.2146 | -69.4593 | 3869
46 PER004360 P1Q030866 PUNO CHUCUITO |JULI JULI -16.2146 | -69.4593 | 3869
47 PER004359 P1Q030865 PUNO CHUCUITO | JULI JULI -16.2146 | -69.4593 | 3869
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Anexo 1: Continuacion...

. =oelgo Cédigo de . - . . . .
N CoIe_ccmn AcCesion Departamento | Provincia Distrito Localidad Latitud Longitud | Altitud
Nacional
48 PER004357 P1Q030859 PUNO YUNGUYO | YUNGUYO YUNGUYO -16.24593 | -69.09176 | 3826
49 PER004356 P1Q030858 PUNO PUNO ACORA CHECCACHATA | -16.16325 | -69.70816 | 3850
50 PER004239 P1Q030038 PUNO EL COLLAO |ILAVE CHALLACOLLO | -16.09178 | -69.67375 | 3849
51 PER004240 P1Q030040 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 |-69.48694 | 3823
52 PER004241 P1Q030043 PUNO CHUCUITO |POMATA BATALLA -16.31742 | -69.22594 | 3885
53 PER004242 P1Q030044 PUNO CHUCUITO |POMATA BATALLA -16.31742 | -69.22594 | 3885
54 PER004243 P1Q030045 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
55 PER004244 P1Q030046 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
56 PER004245 P1Q030047 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
57 PER004246 P1Q030048 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
58 PER004247 P1Q030049 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
59 PER004248 P1Q030050 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
60 PER004249 PI1Q030051 PUNO EL COLLAO |ILAVE SIRAYA -16.27207 | -69.73343 | 3884
61 PER004250 P1Q030053 PUNO EL COLLAO |ILAVE SIRAYA -16.27207 | -69.73343 | 3884
62 PER004251 P1Q030054 PUNO EL COLLAO |ILAVE SIRAYA -16.27207 | -69.73343 | 3884
63 PER004252 P1Q030055 PUNO EL COLLAO |ILAVE SIRAYA -16.27207 | -69.73343 | 3884
64 PER004253 P1Q030056 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
65 PER004254 P1Q030057 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
66 PER004255 P1Q030058 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
67 PER004256 P1Q030059 PUNO EL COLLAO |PILCUYO QUETY -16.09748 | -69.48694 | 3823
68 PER004257 P1Q030062 PUNO CHUCUITO |POMATA BATALLA -16.31742 | -69.22594 | 3885
69 PER004258 P1Q030070 PUNO CHUCUITO |POMATA AMPATIRI -16.30403 | -69.24336 | 3833
70 PER004259 P1Q030071 PUNO CHUCUITO |POMATA BATALLA -16.31742 | -69.22594 | 3885
71 PER004260 P1Q030072 PUNO CHUCUITO |POMATA AMPATIRI -16.30403 | -69.24336 | 3833
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Anexo 1: Continuacion...

el Cédigo de
N° Coleccion Accesi6 Departamento | Provincia Distrito Localidad Latitud Longitud | Altitud
Nacional ceeston
72 PER004261 P1Q030073 PUNO CHUCUITO |POMATA BATALLA -16.31742 | -69.22594 | 3885
73 PER004262 P1Q030074 PUNO CHUCUITO |POMATA AMPATIRI -16.30403 | -69.24336 | 3833
74 PER004263 P1Q030077 PUNO YUNGUYO |YUNGUYO YANAPATA -16.31749 | -69.04295 | 3867
75 PER004264 P1Q030079 PUNO CHUCUITO |JuLl CHALLA PAMPA | -16.263 -69.3452 | 3880
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Anexo 2A: Resultados de amplificacion de los loci SSR estudiados

ﬁgg II 88 AL KAATO007 | KCAAQ01l | KGAl16 |KGA20 |QAATO001 | QAATO012 | QAATO022
PER004405 274/283 | 258/252 184/206 | 195/193 |183/183 |206/206 185/185
PER004406 280/280 | 252/252 184/196 |193/191 |186/186 |203/203 200/200
PER004408 280/280 | 258/249 184/196 [193/191 |219/210 [224/224 |209/203
PER004410 280/280 | 261/261 196/196 | 203/203 |183/183 |203/203 200/200
PER004411 286/304 | 261/258 184/184 |193/193 |183/183 |206/203 206/200
PER004412 202/202 | 258/255 184/192 | 195/195 |183/183 |203/203 197/194
PER004414 262/262 | 249/234 196/196 | 193/191 |186/186 |224/221 206/197
PER004416 316/316 | 255/255 196/196 |193/191 |183/183 |233/233 209/209
PER004426 280/280 | 258/258 198/198 |193/191 |186/186 |218/218 185/185
PER004428 280/283 | 258/258 184/192 |193/191 |183/183 |203/203 206/185
PER004429 214/214 | 255/228 190/196 | 197/193 |186/183 |203/203 188/185
PER004432 280/280 | 258/252 184/190 |193/191 |183/183 |203/203 194/194
PER004433 214/214 | 258/255 184/194 |193/191 |186/183 |224/218 203/200
PER004435 214/214 | 255/252 186/194 |193/191 |186/183 |206/203 206/206
PER004436 325/325 | 252/228 184/184 |195/193 |183/183 |221/221 209/209
PER004445 220/274 | 258/255 196/196 | 193/193 | NA/NA NA/NA 188/179
PER004452 268/283 | 258/255 184/196 [191/191 |183/183 [224/224 |203/191
PER004453 259/259 | 261/258 184/196 | 193/193 |183/183 |230/200 | 206/206
PER004454 2771277 | 258/258 184/184 | 195/195 |186/186 |203/200 | 200/200
PER004455 217/217 | 249/249 198/196 |[199/199 |186/186 |218/218 209/185
PER004456 277/277 | 258/258 184/184 |193/191 |183/183 |230/203 206/203
PER004457 280/280 | 258/258 196/196 | 203/203 | NA/NA NA/NA 200/200
PER004458 274/274 | 252/252 196/198 [191/191 |186/183 |224/224 197/194
PER004460 322/322 NA/NA 184/184 | NA/NA NA/NA NA/NA 194/194
PER004461 253/283 | 261/255 184/198 |191/191 |183/183 |224/203 206/191
PER004394 286/286 | 249/231 194/196 | 199/199 |201/219 |218/218 212/191
PER004393 256/256 | 258/258 184/184 | 203/203 |219/216 |230/230 197/197
PER004392 202/202 | 255/255 190/192 |191/191 |186/186 |233/203 233/197
PER004391 280/280 | 255/246 184/192 | 197/197 |198/225 |203/200 |200/197
PER004389 280/280 | 258/252 184/184 |193/191 |183/219 |239/203 206/194
PER004387 271/271 | 258/255 184/184 |193/193 |186/219 |239/203 206/197
PER004384 2741274 | 255/255 184/184 | 197/195 |186/183 | 224/224 | 206/191
PER004383 2741274 | 249/249 184/196 | NA/NA NA/NA NA/NA 206/206
PER004382 323/323 | 261/261 184/184 [193/191 |183/210 [224/224 |200/200
PER004381 2171217 | 228/213 192/192 |193/191 |186/219 |218/203 209/194
PER004380 241/280 | 261/258 184/184 |193/191 |183/219 |224/203 200/197
PER004379 256/280 | 258/255 184/186 |203/199 |186/219 |230/203 200/197
PER004378 211/211 | 258/258 196/196 |193/191 |219/219 |221/221 194/194
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Anexo 2A: Continuacion...

CODIGO

NACIONAL KAATO007 | KCAAQ01l | KGA16 |KGA20 |QAATO001 | QAATO012 | QAATO022
PER004377 211/211 | 261/249 192/192 |193/191 |219/186 |218/203 212/212
PER004376 274/274 | 249/231 194/194 |193/191 |183/183 |224/224 |206/206
PER004374 247/247 | 258/258 194/196 |[193/191 |183/183 [224/200 |200/200
PER004371 307/307 | 258/258 184/190 |193/191 |183/183 |203/203 191/191
PER004363 247/247 | 255/255 184/184 | 193/191 |225/222 |227/227 188/188
PER004362 280/280 | 258/258 192/192 | 193/191 |234/234 |203/203 188/188
PER004361 277/262 | 258/249 190/192 |195/193 |183/183 |203/203 188/188
PER004360 211/211 | 255/249 184/184 |191/191 |183/183 |203/203 206/200
PER004359 247/277 | 255/252 184/184 | 193/193 |222/222 |227/224 197/197
PER004357 271/271 | 255/249 184/184 |195/193 |186/183 |203/203 191/188
PER004356 202/202 | 258/258 186/186 | 193/189 |231/222 |203/203 206/203
PER004239 367/367 | 231/231 196/196 | 193/193 |183/183 |203/203 200/197
PER004240 262/286 | 249/246 NA/NA 193/201 | 228/228 | 203/203 206/203
PER004241 2771277 | 252/249 184/196 | 195/195 |183/183 |233/224 197/194
PER004242 280/280 | 255/255 184/184 |193/193 |183/216 |218/218 197/194
PER004243 280/280 | 249/249 184/184 |193/193 |183/225 |215/203 194/191
PER004244 253/274 | 255/249 184/192 |193/193 |183/219 |218/215 203/200
PER004245 286/286 | 258/258 184/184 | 197/195 |225/222 |200/200 |203/194
PER004246 286/286 | 249/249 184/194 | 195/177 |183/183 194/194 | 233/230
PER004247 289/289 | 228/213 190/190 | 195/195 |183/183 |203/203 185/182
PER004248 289/289 | 255/255 196/196 | 193/193 |186/186 |203/203 194/185
PER004249 289/289 | 249/249 196/196 | 203/203 | 186/186 NA/NA 203/200
PER004250 304/322 | 258/252 196/196 | 199/199 |183/219 |203/203 197/188
PER004251 316/316 | 252/252 184/184 | 195/195 |216/216 |218/218 197/197
PER004252 283/283 | 246/246 196/196 | 193/193 | 183/183 | 224/224 182/182
PER004253 202/202 | 252/252 184/184 |193/193 |183/183 |233/233 197/197
PER004254 280/280 | 252/249 184/196 | NA/NA  |183/183 |203/203 212/209
PER004255 307/307 | 252/252 184/184 | NA/NA |183/183 |221/221 197/194
PER004256 322/322 | 252/252 184/184 | NA/NA | 183/237 |224/224 194/191
PER004257 280/280 | 249/249 184/184 | NA/NA | 183/183 |224/224 |200/197
PER004258 295/295 | 255/255 190/190 | NA/NA | 186/186 197/197 197/197
PER004259 202/202 | 252/252 190/190 | NA/NA |186/186 | 230/227 197/197
PER004260 202/202 | 255/255 184/184 | NA/NA  [186/183 |230/227 197/188
PER004261 280/280 | 255/255 184/184 | NA/NA |186/186 |230/227 197/197
PER004262 202/202 | 255/252 192/196 | 193/193 |186/186 |230/224 | 239/236
PER004263 280/280 | 249/249 184/184 |193/193 |216/186 |224/221 197/194
PER004264 202/202 | 249/249 190/190 |193/193 |186/186 |203/203 209/206
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Anexo 2B:

CODIGO

NACIONAL QAATO026 | QAATO50 | QAATO51 | QAATO062 | QAATO71 | QAATT78 | QAATO87
PER004405 223/220 222/222 187/187 184/184 190/190 200/218 | 208/208
PER004406 220/214 | 213/213 190/190 196/162 178/178 209/209 | 214/214
PER004408 229/208 219/219 187/187 187/184 178/172 206/206 | 196/196
PER004410 211/211 219/219 187/187 184/184 178/172 209/209 | 196/196
PER004411 211/211 222/216 187/187 184/166 178/178 212/212 | 196/223
PER004412 208/208 225/216 187/187 169/169 NA/NA 209/200 | 214/214
PER004414 208/223 219/207 190/190 202/184 166/166 212/212 | 217/214
PER004416 220/220 222/222 190/190 175/175 187/166 206/206 | 214/214
PER004426 214/214 | 216/216 190/190 184/184 184/184 206/206 | 208/208
PER004428 217/208 219/219 187/190 187/184 211/211 206/209 | 214/196
PER004429 214/208 213/213 184/187 175/169 187/184 206/209 | 223/214
PER004432 217/217 225/222 187/190 169/169 184/181 203/203 | 214/214
PER004433 214/211 219/213 187/190 184/178 184/181 206/209 | 232/223
PER004435 214/211 225/219 190/193 193/175 184/181 212/212 | 217/208
PER004436 217/214 | 222/222 187/187 184/184 187/184 206/206 | 214/214
PER004445 NA/NA 216/213 NA/NA NA/NA 166/166 206/212 | NA/NA
PER004452 214/208 222/207 187/190 187/181 181/181 209/209 | 220/217
PER004453 217/217 225/213 190/190 184/175 178/178 206/209 | 220/220
PER004454 208/205 219/219 190/190 184/181 184/184 206/206 | NA/NA
PER004455 214/196 219/213 190/190 184/166 187/187 212/212 | 208/208
PER004456 211/208 222/216 187/187 184/169 208/208 215/215 | 217/217
PER004457 NA/NA 228/228 NA/NA NA/NA 178/175 200/200 | NA/NA
PER004458 223/211 219/216 187/190 190/184 NA/NA 209/209 | 217/208
PER004460 NA/NA 219/219 NA/NA NA/NA 166/166 206/206 | NA/NA
PER004461 217/214 | 222/213 187/190 184/181 NA/NA 209/206 | 208/196
PER004394 214/211 222/222 187/187 181/181 187/184 |209/209 | 214/214
PER004393 214/211 222/222 187/187 187/187 178/178 209/209 | 217/217
PER004392 214/202 219/216 187/187 187/184 190/187 212/215 | 223/196
PER004391 217/199 222/222 187/190 175/184 190/181 212/215 | 226/214
PER004389 229/217 225/219 187/190 175/162 181/172 206/215 | 202/196
PER004387 214/211 225/225 187/187 181/175 181/178 215/206 | 214/214
PER004384 220/211 213/213 187/187 181/181 178/178 212/200 | 220/220
PER004383 NA/NA NA/NA NA/NA NA/NA 184/184 212/212 | NA/NA
PER004382 217/214 | 219/207 187/187 184/169 178/178 200/206 | 214/196
PER004381 196/193 219/219 187/187 199/181 190/190 212/212 | 214/214
PER004380 211/211 213/213 187/190 190/187 193/193 209/209 | 214/232
PER004379 214/214 | 225/225 187/187 196/187 199/190 209/209 | 214/217
PER004378 211/211 222/213 187/187 181/181 172/172 206/206 | 196/196
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Anexo 2B: Continuacion...

CODIGO

NACIONAL QAATO026 | QAATO50 | QAATO51 | QAATO062 | QAATO71 | QAATT78 | QAATO87
PER004377 217/196 225/219 187/187 190/187 187/178 212/212 | 223/214
PER004376 217/214 | 225/225 187/187 187/175 178/178 209/209 | 223/196
PER004374 211/211 213/213 184/184 178/175 190/190 206/206 | 232/232
PER004371 226/226 222/222 184/184 178/169 163/163 203/203 | 214/214
PER004363 211/211 216/216 184/184 187/187 187/187 212/212 | 217/217
PER004362 211/211 219/219 187/187 169/169 187/172 209/209 | 223/223
PER004361 211/211 219/219 187/187 193/169 187/181 209/209 | 223/217
PER004360 217/217 225/213 NA/NA 190/184 172/172 209/209 | 193/193
PER004359 223/211 216/213 187/187 187/184 187/184 206/203 | 223/217
PER004357 217/199 225/222 187/190 181/178 175/175 206/206 | 214/214
PER004356 208/211 225/225 187/187 184/169 193/184 209/209 | 196/196
PER004239 208/208 228/228 187/187 184/184 175/175 209/209 | 214/214
PER004240 217/217 219/219 NA/NA 175/162 187/187 221/206 | NA/NA
PER004241 2171214 | 225/219 187/187 NA/NA 190/175 209/212 | NA/NA
PER004242 214/223 219/219 190/190 181/181 190/190 212/215 |193/193
PER004243 217/214 | 225/225 190/190 169/169 202/175 209/200 | 187/187
PER004244 202/217 225/222 187/190 NA/NA 205/202 209/209 | 187/208
PER004245 193/193 225/225 187/187 181/181 178/178 209/209 | 187/187
PER004246 196/193 222/231 187/187 193/181 178/178 200/200 | 208/208
PER004247 223/220 246/246 187/187 178/178 181/181 206/206 | 214/214
PER004248 214/208 225/219 187/187 184/184 190/169 209/209 | 214/214
PER004249 220/220 222/222 187/187 184/184 175/175 209/209 | 214/214
PER004250 211/211 225/222 187/190 169/169 184/175 209/215 | 214/220
PER004251 226/226 225/225 187/187 169/169 178/163 215/215 | 193/193
PER004252 220/220 222/222 187/187 187/187 178/178 200/200 | 208/208
PER004253 229/214 | 228/228 190/190 169/169 190/190 209/209 | 223/223
PER004254 220/214 | 222/219 187/187 190/187 178/175 209/209 | 220/214
PER004255 229/229 219/219 187/187 169/169 178/178 200/200 | 223/223
PER004256 220/220 222/222 187/187 187/187 178/178 215/215 | 217/217
PER004257 226/226 222/222 187/187 169/169 187/187 206/206 | 193/193
PER004258 193/193 222/222 187/187 184/184 190/190 212/212 | 187/187
PER004259 214/211 222/222 187/187 184/184 190/178 212/212 | 223/214
PER004260 211/211 222/222 187/187 184/175 193/190 212/212 | 223/193
PER004261 214/211 222/222 187/187 184/184 190/190 212/212 | 193/193
PER004262 211/211 222/222 190/190 184/175 190/160 212/212 | 187/187
PER004263 229/223 219/219 187/187 196/196 190/190 200/206 | 214/193
PER004264 214/214 | 222/222 190/190 196/196 190/190 212/212 | 223/223
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Anexo 2C:

CODIGO

NACIONAL QAATO088 | QAATGO001 | QCAL4 | QCA26 |QCA120 |QGAl7 |QGA028
PER004405 165/144 | 209/215 215/215 | 210/210 |208/208 |176/176 |192/190
PER004406 147/147 | 209/215 215/215 | 208/208 | 208/216 |176/176 |192/192
PER004408 165/153 | 209/212 215/215 | 208/208 |216/216 |176/176 |214/194
PER004410 165/165 | 209/215 215/215 | 210/210 |208/208 |176/176 |196/194
PER004411 162/135 | 209/212 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/172 |196/194
PER004412 159/144 | 209/212 215/215 | 208/208 |216/210 |176/176 |196/194
PER004414 156/144 | 209/212 215/215 | 208/208 |208/216 |178/178 |194/192
PER004416 144/144 | 209/218 219/219 | 208/208 | 208/208 |176/176 |196/194
PER004426 159/159 | 209/218 215/215 | 210/210 |208/208 |178/178 |194/192
PER004428 162/147 | 209/215 215/215 | 210/210 |208/208 |178/178 |196/194
PER004429 144/144 | 209/215 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/166 |196/194
PER004432 162/162 | 209/215 215/215 | 208/208 |216/216 |176/176 |194/194
PER004433 144/144 | 209/212 219/219 | 208/208 |214/208 |176/166 |192/192
PER004435 159/144 | 209/215 215/215 | 208/208 |208/208 |176/180 |192/190
PER004436 150/150 | 209/218 215/215 | 208/208 |208/208 |176/174 |192/190
PER004445 144/126 | 209/215 215/215 | 210/210 |208/216 |176/176 |192/192
PER004452 156/153 | 209/218 215/215 | 208/208 |208/216 |176/166 |192/192
PER004453 141/135 | 209/215 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/176 |196/196
PER004454 126/126 | 209/215 215/215 | 208/208 | 208/208 |166/166 |194/216
PER004455 162/135 | 209/218 219/219 | 208/208 |208/208 |176/176 |194/216
PER004456 177/162 | 209/212 215/215 | 208/208 |208/208 |176/176 |196/194
PER004457 141/141 | 209/209 215/215 | 208/208 |208/208 |178/178 |192/192
PER004458 153/153 | 209/212 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/176 |196/194
PER004460 162/162 | 209/209 215/215 | 210/210 |216/216 |176/176 |196/196
PER004461 150/144 | 209/212 219/219 | 208/208 |208/216 |176/176 |196/212
PER004394 180/180 | 209/212 215/215 | 210/210 |208/212 |176/176 |206/206
PER004393 153/153 | 209/212 219/219 | 208/208 |208/208 |176/176 |194/194
PER004392 153/147 | 209/212 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/172 |216/216
PER004391 150/147 | 209/215 215/215 | 208/208 |210/216 |176/178 |194/192
PER004389 141/141 | 209/212 219/219 | 208/208 |208/208 |176/176 |194/192
PER004387 138/138 | 209/215 215/215 | 210/210 |208/208 |176/176 |194/192
PER004384 141/141 | 209/218 215/215 | 208/208 |208/208 |176/166 |194/194
PER004383 141/141 | 209/209 215/215 | 208/208 |208/208 |176/176 |216/216
PER004382 141/162 | 212/218 215/215 | 210/210 |216/208 |176/166 |194/192
PER004381 141/168 | 209/212 215/215 | 210/210 |216/216 |176/174 |194/194
PER004380 153/144 | 215/215 219/219 | 208/208 |208/208 |176/174 |196/194
PER004379 153/153 | 209/212 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/174 |196/194
PER004378 144/144 | 209/218 215/215 | 210/210 |208/208 |176/174 |196/194
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Anexo 2C: Continuacion...

CODIGO

NACIONAL QAATO088 | QAATGO01 | QCAL4 | QCA26 |QCA120 |QGAl7 |QGA028
PER004377 165/165 209/212 215/215 | 210/210 |208/216 |176/176 |194/192
PER004376 183/183 209/212 215/215 | 210/210 |216/216 |176/174 |192/192
PER004374 144/144 | 209/212 215/215 | 208/208 |216/208 |166/166 |196/194
PER004371 141/141 209/218 215/215 | 208/208 |216/208 |166/176 |194/192
PER004363 147/147 209/212 215/215 | 208/208 |216/216 |176/176 |192/190
PER004362 147/147 215/215 215/215 | 208/208 | 216/216 |174/174 |194/192
PER004361 147/147 215/215 215/215 | 208/208 |216/208 |174/174 |194/192
PER004360 147/156 209/212 219/219 | 206/206 | 208/208 |176/172 |216/216
PER004359 147/135 209/218 215/215 | 208/208 | 208/216 |176/174 |214/194
PER004357 141/180 209/215 215/215 | 208/208 |216/216 |176/166 |194/194
PER004356 141/162 209/215 215/215 | 208/208 |208/206 |176/176 |194/192
PER004239 162/162 209/212 215/215 | 208/208 | 214/214 |176/174 |194/192
PER004240 162/162 NA/NA 215/215 | NA/NA 214/212 | 176/174 | 192/192
PER004241 153/150 209/218 215/215 | 208/208 |208/206 |176/166 |192/192
PER004242 168/168 209/218 215/215 | 208/208 |208/206 |178/176 |192/190
PER004243 153/150 215/218 215/215 | 210/210 |208/208 |178/176 |194/192
PER004244 162/150 209/212 215/215 | 208/208 |216/208 |176/176 |192/192
PER004245 141/141 209/215 215/215 | 208/208 |208/206 |166/166 |192/192
PER004246 150/147 209/215 215/215 | 206/206 | 210/208 |166/166 |216/216
PER004247 144/144 | 209/212 219/219 | 208/208 | 210/210 |176/174 |192/192
PER004248 126/156 209/212 215/215 | 206/206 | 210/208 |176/174 |190/190
PER004249 147/147 209/215 215/215 | 208/208 | 214/212 | 176/174 |190/190
PER004250 159/150 209/215 215/215 | 210/210 |216/214 |176/174 |190/190
PER004251 141/141 209/218 215/215 | 206/206 | 208/206 |176/174 |190/190
PER004252 159/159 209/218 215/215 | 206/206 | 208/206 |176/174 |192/192
PER004253 159/159 209/218 215/215 | 206/206 | 208/206 |176/174 |192/192
PER004254 147/141 209/212 215/215 | 208/208 | 214/214 | 176/174 |194/194
PER004255 141/141 209/218 215/215 | 208/208 |208/208 |176/174 |196/196
PER004256 162/162 209/212 215/215 | 208/208 | 214/212 | 176/174 | 194/194
PER004257 141/141 209/218 215/215 | 208/208 |208/206 |176/178 |192/192
PER004258 144/144 | 209/215 215/215 | 208/208 | 212/210 |176/174 |190/190
PER004259 144/144 | 209/218 215/215 | 208/208 | 208/208 |176/174 |190/190
PER004260 159/150 209/212 215/215 | 208/208 |208/212 |176/174 |190/190
PER004261 150/150 209/218 215/215 | 208/208 | 208/206 |176/174 |190/190
PER004262 159/159 209/218 215/215 | 208/208 |210/208 |176/176 |192/192
PER004263 138/138 209/212 215/215 | 208/208 |208/208 |176/174 |192/192
PER004264 159/159 209/215 215/215 | 210/210 |214/212 |176/178 |192/192

106




Anexo 2D:

CODIGO

NACIONAL QGAAQ01 | QAATO76 | QAAT097
PER004405 227/224 181/181 188/188
PER004406 215/215 181/178 197/194
PER004408 218/146 190/190 197/194
PER004410 335/332 202/202 203/203
PER004411 323/320 181/178 206/203
PER004412 260/209 193/193 206/197
PER004414 242/218 208/205 209/191
PER004416 221/227 196/196 206/206
PER004426 230/227 169/169 209/209
PER004428 230/227 184/181 209/206
PER004429 257/230 190/178 206/203
PER004432 224/221 181/181 206/206
PER004433 257/230 190/190 206/200
PER004435 260/257 184/178 200/197
PER004436 272/269 184/184 | 209/206
PER004445 215/215 NA/NA 203/203
PER004452 239/257 181/178 209/206
PER004453 239/239 NA/NA 209/197
PER004454 221/218 181/178 206/203
PER004455 22171227 169/169 209/188
PER004456 158/158 181/178 194/191
PER004457 269/269 NA/NA 203/203
PER004458 251/221 181/178 209/206
PER004460 212/212 NA/NA NA/NA
PER004461 218/218 184/181 209/206
PER004394 221/281 211/208 203/200
PER004393 281/278 193/190 203/200
PER004392 260/299 196/193 203/197
PER004391 206/224 193/181 197/188
PER004389 221/221 193/190 206/203
PER004387 221/209 184/181 206/203
PER004384 311/308 181/181 209/197
PER004383 NA/NA NA/NA NA/NA
PER004382 239/239 178/178 203/197
PER004381 218/218 178/169 209/209
PER004380 245/245 178/181 191/191
PER004379 278/215 181/193 203/197
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Anexo 2D: Continuacion...

CODIGO

NACIONAL QGAAQ01 | QAATO76 | QAAT097
PER004378 245/245 181/181 | 200/197
PER004377 281/230 208/169 | 209/203
PER004376 215/215 190/190 | 212/209
PER004374 323/323 202/202 191/179
PER004371 218/218 181/181 | 206/206
PER004363 350/350 187/187 191/188
PER004362 215/215 187/187 | 200/200
PER004361 215/215 187/190 | 200/200
PER004360 251/212 181/178 NA/NA
PER004359 215/203 181/178 | 206/200
PER004357 206/206 190/181 | 206/188
PER004356 350/350 196/184 | 203/197
PER004239 233/233 181/178 197/197
PER004240 NA/NA 196/190 | 200/188
PER004241 NA/NA 175/169 | 206/206
PER004242 236/290 196/193 | 206/197
PER004243 158/158 NA/NA 206/203
PER004244 158/200 208/190 | 206/203
PER004245 266/266 178/178 | 203/203
PER004246 194/269 181/208 | 230/200
PER004247 293/293 199/199 194/194
PER004248 251/251 181/181 | 209/209
PER004249 257/257 187/187 197/197
PER004250 248/275 208/196 | 212/203
PER004251 203/203 178/178 | 206/206
PER004252 335/335 178/175 | 206/206
PER004253 203/287 178/178 197/197
PER004254 200/200 178/184 | 206/191
PER004255 200/200 178/175 | 206/206
PER004256 320/200 193/193 194/194
PER004257 158/158 178/178 191/191
PER004258 293/293 196/196 197/197
PER004259 293/203 196/190 197/197
PER004260 200/200 196/178 | 206/197
PER004261 287/287 196/196 | 206/197
PER004262 NA/NA 208/169 | 206/191
PER004263 218/218 208/196 | 209/209
PER004264 287/287 208/208 | 203/203
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Anexo 3: Resultados de la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg utilizando el test
de Chi-cuadrado en cada loci microsatélite.

Loci microsatélite | Chi cuadrado df p-valor
KAATO007 1346.99 351 <2.20E-16
KCAAO011 182.78 45 <2.20E-16
KGA16 101.97 28 =2.43E-10
KGA20 145.91 36 =3.54E-15
QAATO001 297.09 78 <2.20E-16
QAATO012 332.29 78 <2.20E-16
QAAT022 401.40 120 <2.20E-16
QAATO026 217.12 78 =4.71E-15
QAATO050 228.26 36 <2.20E-16
QAATO051 71.50 6 =2.01E-13
QAAT062 148.49 78 =2.65E-06
QAATO071 455.26 136 <2.20E-16
QAATT8 174.45 28 <2.20E-16
QAATO087 226.02 95 <2.20E-16
QAATO088 453.66 120 <2.20E-16
QAATGO001 49.99 6 =4.73E-09
QCA14 66.72 1 =3.13E-16
QCA26 148.00 3 <2.20E-16
QCA120 63.70 15 =5.76E-08
QGAl7 46.89 15 =3.83E-05
QGA028 196.51 28 <2.20E-16
QGAAQ01 1566.29 780 <2.20E-16
QAATO76 296.64 91 <2.20E-16
QAATO097 97.84 55 =0.0003356

109





