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RESUMEN

El cultivo de Chenopodium quinoa “quinua" posee un alto potencial genético para
contribuir con la seguridad alimentaria en paises en vias de desarrollo, por esta razon se
encuentra en proceso de revalorizacion. No obstante, la creciente demanda del cultivo ha
centrado su interés en las variedades comerciales, descuidando las variedades nativas de la
region andina, lo cual podria ocasionar la pérdida de diversidad. Por tal motivo, es
necesaria la investigacion de los ecotipos nativos asi como su conservacién en los bancos
de germoplasma con la finalidad de describir la diversidad genética, elucidar la estructura
de la poblacién de quinua en nuestro pais y dar a conocer el valor del germoplasma. En el
presente trabajo se estimo la diversidad genética de los ecotipos de quinua procedentes de
valles interandinos y altiplano mediante la genotipificacion con 23 marcadores
microsatélites mediante un sistema de PCR-Multiplex. Se detectaron 294 alelos en total con
un promedio de 12.78 alelos por locus, siendo los ecotipos de valles interandinos los que
presentaron un mayor numero de alelos exclusivos (60 alelos), por lo tanto esta poblacion
presentd mayor riqueza alélica. Asimismo mediante un PCoA, se identificaron dos
subpoblaciones de quinua con diferenciacién genética moderada (Fst=0.059), las cuales
guardaron relacion con la procedencia de las muestras. Finalmente, se identificaron 10
marcadores altamente polimérficos los cuales permitiran la evaluacién de la diversidad

genética del germoplasma de quinua.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, germoplasma, altiplano, valles interandinos,

microsatélites, diversidad, Fst.



ABSTRACT

Chenopodium quinoa “quinoa” has a high genetic potential to contribute to food security in
developing countries, therefore it is in a valorization process. However, the growing
demand has focused his interest in the cultivation of commercial varieties, neglecting the
native varieties of the Andean region, which could lead to loss of diversity. Therefore, it is
necessary the research of native ecotypes and its conservation in genebanks in order to
describe the genetic diversity also elucidate the structure of the population of quinoa in our
country and publicize the value of its germplasm. In this study the genetic diversity andean
valleys and highland quinoa ecotypes was determined by genotyping 23 microsatellite
markers using a PCR-Multiplex system. A total of 294 alleles were detected with an
average of 12.78 alleles per locus, where the valleys ecotypes showed a greater number of
private alleles (60 alleles), i.e. a higher allelic richness. In addition, using PCoA, two
subpopulations of quinoa with moderate genetic differentiation (Fst = 0.059) were observed
which were related to the origin of the samples. Finally, 10 highly polymorphic loci were

identified, which will allow the evaluation of the genetic diversity of quinoa germplasm.

Keywords: Chenopodium quinoa, germplasm, highland, Andean valleys, microsatellites,

diversity, Fst.



. INTRODUCCION

El cultivo de “quinua” Chenopodium quinoa Willd. tiene como centro de origen vy
domesticacion la regién de los Andes, considerandose las orillas del Lago Titicaca como la
zona de mayor diversidad y variacion genética. El cultivo posee caracteristicas intrinsecas
sobresalientes como una amplia variabilidad y adaptabilidad, una excelente calidad
nutritiva siendo el Unico alimento vegetal que posee todos los aminoacidos esenciales,
ademas de poseer diversas formas de utilizaciéon y bajo costo de produccién al ser un
cultivo poco exigente. Por ende, el cultivo de quinua tiene un alto potencial para contribuir
con la seguridad alimentaria en los paises en via de desarrollo que enfrentan problemas de

desnutricion como es el caso de Peru.

La diversidad del cultivo de quinua ha logrado mantenerse gracias a las tradiciones y
conocimientos ancestrales de las comunidades campesinas. Sin embargo, en los ultimos
afios el incremento exponencial de la demanda del mercado ha ocasionado que los
agricultores se centren en el cultivo de variedades comerciales, lo cual puede ocasionar
pérdida de diversidad genética e incremento de homocigosis en las poblaciones originando
una reduccién en la capacidad de la poblacion a adaptarse a diferentes condiciones
ambientales. Asimismo, hay una falta de conocimiento del potencial que presentan los

ecotipos nativos.

En el Perd, el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) tiene a su cargo el banco de
germoplasma ex situ de quinua en la Estacion Experimental Illpa (Puno), la cual cuenta con
1952 accesiones, incluyendo una coleccion nacional de 1634 entradas procedentes de
diferentes zonas del Pert. Una de las funciones principales del banco de germoplasma es
conservar genotipos debidamente caracterizados mediante descriptores morfolégicos y
marcadores moleculares. No obstante, hasta la actualidad no se ha realizado la

caracterizacion molecular del banco de germoplasma de INIA.



Por esta razén, es necesario establecer un grupo de marcadores moleculares que permitan la
caracterizacion del germoplasma, y teniendo como base la caracterizacion morfoldgica, se
pueda elaborar la coleccion nucleo del cultivo de quinua, la cual representara el acervo
genético del cultivo incluyendo la diversidad genética de la especie cultivada y sus

parientes silvestres.

En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue determinar la diversidad genética de
172 accesiones de la Coleccion Nacional de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”

mediante marcadores microsatélites.



1. OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar la diversidad genética de 172  accesiones

de Chenopodium quinoa “quinua” mediante marcadores microsatélites.

Objetivos especificos
e Identificar la diversidad genética de 172 accesiones de quinua.

e Realizar un agrupamiento multivariado mediante un Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA).

e Determinar el grado de diferenciacion genética entre los grupos identificados.



11l. HIPOTESIS

e Las 172 accesiones de la coleccion nacional de Chenopodium quinoa presentan

variabilidad genética entre genotipos y se diferencian en subpoblaciones.



V. ANTECEDENTES

4.1. Chenopodium guinoa

4.1.1. Clasificacion taxondmica

El género Chenopodium posee mas de 120 especies (Fuentes et al. 2009, citado de Aellen 'y
Just, 1929), siendo Chenopodium quinoa la especie mas importante desde el punto de vista
economico. La quinua fue descrita por primera vez, en sus aspectos botanicos por Carl
Ludwig Willdenow en 1778 y fue considerada como parte de la familia Chenopodiaceae.
Sin embargo, de acuerdo al Sistema de Clasificacion APG 11 (2009), por sus siglas en
inglés Angiosperm Phylogeny Group, se clasific a las Chenopodiaceae como subfamilia de

la Familia Amaranthaceae en base a datos moleculares.

Clasificacion taxondmica sequn NCBI, 2014:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliposida

Orden : Caryophyllales

Familia : Amaranthaceae

Subfamilia : Chenopodioideae

Geénero : Chenopodium

Especie : Chenopodium quinoa Willd.

Los nombres comunes de la quinua son: kinua, parca, quiuna (quechua); supha, jopa, jupha,
jiura, aara, ccallapi y vocali (aymara); suba y pasca (chibcha); quingua (mapuche);
quinoa, quinua dulce, dacha, dawe (araucana); jupa, jara, jupalukhi, candonga, licsa,

quifioa (Mujica & Jacobsen 2006).



4.1.2. Origen, domesticacion y distribucion geografica

Chenopodium quinoa es una especie alotetraploide (2n= 4x= 36 cromosomas) la cual se
origind a partir de dos especies diploides (2n=18 cromosomas) hasta el momento no
identificadas. Sin embargo, mediante analisis moleculares se ha podido determinar que uno
de los sub genomas proviene de América y el otro de Euroasia (Jellen, et al. data no

publicada).

La quinua puede considerarse como una especie oligocéntrica, con centro de origen de
amplia distribucion y mualtiple diversificacidn, siendo las orillas del lago Titicaca la zona de
mayor diversidad y variacion genética (Gandarillas, 1979; Mujica, 1992; Pearsal, 1992) por
lo tanto esta region es considerada como el centro de origen de la quinua. Con
aproximadamente 7.000 afios de cultivo (Jacobsen, 2003) han sido participes en su
domesticacion y conservacion, culturas como Tiahuanacota e Incaica (Bonifacio et al.,
2001). Parte de esta domesticacion permitio el incremento del tamafio de la planta y
semilla, la condensacion de la inflorescencia en el extremo terminal, el cambio de
pigmentacion en la semilla, entre otras modificaciones morfolégicas. Sin embargo, a pesar
de ser una especie domesticada, los frutos todavia contienen saponina, por lo que es

necesaria su eliminacion antes de ser consumidos (Mujica, 1992; Heisser y Nelson, 1974).

En cuanto a la distribucion geogréafica de la quinua, segiin Lescano (1994), Rojas (1998) y
Mujica & Jacobsen (2006) el cultivo se extiende desde los 5° Latitud Norte al sur de

Colombia hasta los 43° Latitud Sur en la Décima

Region de Chile pudiendo encontrarse en Colombia, Ecuador, Perd, Bolivia, Chile y
Argentina. La distribucion altitudinal varia desde el nivel del mar en Chile hasta los 4000
m.s.n.m. en el altiplano de Pert y Bolivia. En la actualidad, el cultivo tiene distribucion
mundial y puede ser encontrado desde Norteamérica y Canada, hasta Europa, Asia y Africa
obteniendo resultados aceptables en cuanto a produccion y adaptacion. (Mujica et al.,
2001).



4.1.3. Diversidad genética del cultivo de quinua

El area de mayor diversidad del cultivo de quinua es el altiplano peruano- boliviano,
principalmente en las aynokas, los cuales son sistemas ancestrales de organizacion
campesina, conservacion in situ y produccién que contienen la mayor diversidad genética
de la especie y de sus parientes silvestres (Mujica & Jacobsen, 2006). Sin embargo, en los
altimos afios su utilizacion ha ido disminuyendo (Ichuta y Artiaga, 1986), como
consecuencia de la incorporacion de nuevas tecnologias y variedades obtenidas y
difundidas por los fitomejoradores e investigadores, las cuales son mas rendidoras en

condiciones Gptimas de produccion (Mujica et al., 2001).

De acuerdo a Lescano (1989) y Tapia (1990) se pueden distinguir cinco grupos de quinuas
segun las condiciones agroecoldgicas en donde se desarrollan: quinuas de nivel de mar o
costa (Chile), de valles interandinos (Colombia, Ecuador y Pert), de altiplano (Peru y
Bolivia), salares (Bolivia, Chile y Argentina) y de las Yungas (Bolivia) en las cuales se

observan caracteristicas botanicas, agronémicas y de adaptacion diferentes.

Dentro de las quinuas cultivadas existen gran variabilidad genética y fenotipica que puede
ser reconocida facilmente por la pigmentacion de la planta, inflorescencia, grano,
diversidad de precocidad, contenido de aminoacidos, acidos grasos, saponina, betacianina
en las hojas, tamafio de grano, resistencia a factores adversos como sequia, heladas, exceso
de humedad, salinidad, enfermedades entre otros. Esta variabilidad le confiere a la especie
una amplia adaptacion a diferentes condiciones agroecoldgicas. La sobrevivencia de los
cultivos andinos ha sido posible por las comunidades campesinas que habitan la zona,
quienes en base a sus tradiciones y conocimientos ancestrales sobre el manejo y utilizacion
de estas especies, han logrado evitar su pérdida definitiva (FAO, 2011). Sin embargo, la
erosion genética y pérdida irreversible de genotipos es un problema critico al cual nos
enfrentamos debido a la difusion de variedades mejoradas, falta de apoyo gubernamental,
asi como por el agobio de la pobreza y migracion caracteristica del paramo altiplanico
(Mujica et al., 2001).



Por tal motivo, una de las metodologias para proteger esta diversidad genética es la
conservacion ex situ en bancos de germoplasma. En América Latina desde la década de
1960, se han formado bancos de germoplasma ex situ de quinua, con la finalidad de
conservar, caracterizar, documentar y utilizar los recursos genéticos, apoyado por

instituciones nacionales e internacionales (Fairbanks 2007, Fuentes 2006).

Christensen et al. (2007) estimaron que existen aproximadamente 5000 variedades
domesticadas de quinua mantenidas en colecciones alrededor del mundo, incluyendo 2700
en Bolivia, 1029 en Pert, 232 en el NPGS del USDA, y un grupo de accesiones no

documentadas en Chile, Argentina, Ecuador y Colombia.

En el Per( existen diferentes bancos de germoplasma en las EEA del INIA como Illpa
(Puno), K’ayra y Andenes (Cusco), Candan (Ayacucho), Mantaro y Santa Ana
(Huancayo) y Bafios del Inca (Cajamarca) dentro de las cuales, la EEA lllpa que cuenta
con 1952 accesiones y una coleccion nacional con 1634 accesiones, es considerada como la
coleccion méas importante del pais. Asimismo, algunas universidades como la Universidad
Nacional Agraria La Molina de Lima (UNALM), Universidad Nacional del Centro de Perl
en Junin (UNCP), Universidad Nacional San Cristbbal de Huamanga de Ayacucho
(UNSCH), Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), y
Universidad Nacional del Altiplano de Puno (UNAP) (Mujica,1992; Bonifacio et al.,

2004) también conservan germoplasma de quinua.

4.1.4. Importancia de la quinua

Chenopodium quinoa es una planta anual, dicotiledonea, considerada como un cultivo
promisorio frente al cambio climatico ya que se adapta facilmente a condiciones
agroecologicas adversas como climas desérticos, calurosos y secos, suelos con elevada
concentracion de sales o baja disponibilidad de agua tolerando temperaturas desde -4°C
hasta 38°C (Christensen, et al., 2007; Fuentes et al., 2008; Bioversity International, FAO,
PROINPA, INIAF y FIDA, 2013). Asimismo, uno de los aspectos mas importantes y

reconocidos de esta especie es la calidad nutritiva del grano, hojas e inflorescencias, ya que



es considerado como el Unico alimento de origen vegetal que contiene un balance adecuado
de todos los aminoacidos esenciales para el hombre (FAO, 2011). Al respecto, Risi (1991)
sefiala que el balance de los aminoacidos esenciales de la proteina de la quinua es superior
al trigo, cebada y soya, comparandose favorablemente con la proteina de la leche.
Adicionalmente, la especie cuenta con una proporcién adecuada de minerales, acidos
grasos, vitaminas y no contiene gluten, por lo que es un alimento ideal para las personas
celiacas (FAO, 2011; Zurita-Silva etal., 2014). Otro aspecto importante es el contenido de
pigmentos como la betalaina, la cual confiere a la planta la coloracion caracteristica, y
puede ser utilizada como tinte natural; también es importante mencionar la presencia de
saponinas, las cuales pueden ser utilizadas en la fabricacion de champu y detergentes, asi
como en la industria farmacéutica contra el colesterol (Jacobsen & Mujica, 2001). Debido a
las caracteristicas sobresalientes del cultivo, la quinua es considerada por la FAO como un
cultivo valioso para garantizar la seguridad alimentaria de la poblacién y asi permitir que
ésta tenga acceso a alimentos de buena calidad. Finalmente, debido a la importancia de este
cultivo en la ultima década ha incrementado el interés entre agricultores, empresas

agroindustriales e instituciones (Mujica & Jacobsen, 2006; FAO, 2011).

4.1.5. Produccion

Los paises con mayor produccion de quinua son Bolivia, Per y Ecuador. Sin embargo,
debido a la creciente demanda por sus cualidades extraordinarias, la produccién de quinua

se encuentra en proceso de expansién hacia diferentes paises del mundo (FAO, 2011).

En el Perd, destacan como zonas productoras Cajamarca, el Callejon de Huaylas, el Valle
del Mantaro, Andahuaylas, Cusco y Puno (Rojas et al., 2010). Durante el 2012, Puno
concentro alrededor del 68% de la produccion nacional de quinua, seguido de un 27 % por
Ayacucho, Cusco, Apurimac, Junin y Arequipa, de los cuales los dos ultimos presentaron
los mas altos rendimientos de t/ha. En cuanto a Puno, siendo éste el principal productor, el
15% del total de quinua es destinada para consumo, el 35% para el mercado local y el 50%
para el mercado externo (Estrada, 2012 citado de MINAG).



Los principales paises productores de quinua en la regién Andina y en el mundo son Peru y
Bolivia, los cuales hasta el afio 2008 representaban el 90% de la quinua producida en el
mundo (FAO, 2011 citado de Suca Apaza & Suca Apaza, 2008). En tercer lugar se
encuentra Estados Unidos seguido por Ecuador y Canada con alrededor del 10% de los
voluimenes globales de produccién. En el 2009 la produccion de la region Andina se acercé
a las 70.000 t, con casi 40.000 t producidas por el Perta (FAO, 2011). Asimismo, en nuestro
pais, segun el MINAG entre los afios 2003 y 2012 la produccién de quinua se incremento
de 30 a 44 mil toneladas (46.3%), esto debido al aumento del area cosechada y a una mayor
productividad en respuesta a la creciente demanda nacional e internacional. Por otro lado,
Bolivia es el primer exportador de quinua a nivel mundial seguido por Per( y Ecuador. En
el 2007, Per( exportd aproximadamente 400 t de quinua en grano con valores equivalentes
a US$ 552 mil. El principal destino de la quinua peruana es Estados Unidos, seguido por
Alemania, Canada, Israel, Ecuador, Japén, Australia, Nueva Zelanda, Suecia y Francia
(Estrada, 2012).

4.2. Marcadores moleculares

Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfoldgicos y los moleculares (Azofeita,
2006 citado de Tanksley, 1983). En la actualidad, como parte de las metodologias
empleadas en la conservacion de germoplasma, la identificacion y clasificacion de
individuos se realiza con marcadores morfoldgicos, también Ilamados descriptores
(Bioversity International, FAO, PROINPA, INIAF y FIDA, 2013; Martinez, et al., 2010).

Estos permiten un muestreo taxondmico mucho mas cuidadoso y son de importancia en
revisiones sistematicas, estudios de evolucién del caracter y valoracion filogenética
(Rentaria, 2007). Sin embargo, su utilizacion tiene algunas desventajas importantes a
considerar ya que su expresion puede verse influenciada por factores ambientales, y es
necesario evaluar a los individuos durante todo su ciclo vegetativo, lo cual puede tomar un
tiempo considerable (Azofeita, 2006; Veramendi, 2006). En contraste, los marcadores

moleculares ya sean marcadores bioguimicos (principalmente basados en isoenzimas) o de



ADN, son fenotipicamente neutros y presentan mayor polimorfismo que los marcadores
morfologicos lo cual permite discriminar genotipos estrechamente emparentados. Ademas
éstos pueden ser evaluados en cualquier estado de la planta, a partir de cualquier material
vegetal y se encuentran libres de los efectos epistaticos (Azofeita, 2006, Martinez et al.,
2010).

Los marcadores moleculares son utilizados para la estimacion de la diversidad genética,
formacion de colecciones nucleo, verificacion de identidad genética y monitoreo de
cambios naturales y artificiales dentro de las colecciones, estudios de relaciones
filogenéticas entre el germoplasma y especies silvestres relacionadas, estudios de
parentesco, identificacion de cultivares, deteccion de genes ligados a una caracteristica de
interés, y en la construccion de mapas genéticos (Aranguren et al., 2004; Rentaria, 2007,
Christensen, et al., 2007). Dentro de los marcadores moleculares de ADN existen distintos
tipos, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998).
Un marcador molecular de ADN ideal debera tener una amplia distribucion en el genoma,
ademas permitira evidenciar un alto grado de polimorfismo utilizando minimas
concentraciones de ADN, la metodologia deberd ser rapida, practica, de bajo costo y

reproducible con fiabilidad entre laboratorios (Aranguren et al., 2004).

Finalmente, es importante considerar ambas metodologias para el manejo de germoplasma

y asi potenciar las estrategias en la conservacion. (Ortiz, 2002; Tamayo, 2010).

4.2.1. Marcadores moleculares microsateélites (SSR)

Los microsatélites, también llamados SSR o STR son secuencias de ADN constituidas por
motivos repetidos que pueden ser de 1 a 6 pares de bases y con una extension de 5 hasta 30
repeticiones en tandem (Litt & Lutty, 1989; Buschiazzo, 2008 citado de Hancook, 1999).
Estas repeticiones pueden ser mono-, di-, tri, tetra-, penta-, y hexanucleotidicas (Ellegren,
2004). Adicionalmente, de acuerdo al patron de las repeticiones, Weber (1990) clasifico a

los microsatélites como:



« Simple perfecto: EI mismo motivo repetido “n” veces. Ej: [AGG]n

« Simple imperfecto: EI motivo repetido es interrumpido por diferentes nucleotidos
que no se repiten. Ej: [AGG]n[ACT][AGG]n+12

« Compuestos perfectos: Dos 0 mas motivos repetidos en tandem. Ej:
[AGG]i[AATC] n1

. Compuestos imperfectos: Los motivos repetidos en tandem son interrumpidos por
diferentes nucledétidos. Ej: [GGAT][ACT][GTAA]n1

Los microsatélites se encuentran distribuidos en todo el genoma, mayormente en regiones
no codificantes (Aranguren et al., 2004 citado de Goldstein & Schlotterer, 1999). Algunas
de sus funciones estan relacionadas con la organizacién de la cromatina, el control de
algunos procesos metabdlicos como la replicacion del ADN vy la regulacion de la actividad
de algunos genes (Li et al., 2002). Asimismo, son de naturaleza codominante rigiéndose
bajo las leyes de herencia mendeliana, lo cual permite la distincion de genotipos
homocigotos y heterocigotos (Aranguren et al., 2004; Rentaria, 2007). Ademas, debido a su
elevada tasa de mutacion son altamente polimdrficos (Ellegren, 2004). A pesar de este
elevado polimorfismo, las regiones flanqueantes, las cuales se ubican a cada extremo del
microsatélite, son altamente conservadas y permiten la amplificacion especifica de los
alelos en una misma especie 0 en especies emparentadas, con aproximadamente 76% de
transferibilidad dentro del mismo género y cerca de 90% dentro del mismo subgénero
(Frankham et al., 2002; Rentaria, 2007; Pfeiffer, et al., 2011). Su deteccién se basa en la
amplificacion por PCR empleando cebadores complementarios a las regiones flanqueantes
(Frankham et al., 2002). No obstante, una de las mayores desventajas es la necesidad de
conocer el genoma de la especie a evaluar, lo cual involucra técnicas complejas y costosas
(Frankham et al., 2002; Mason et. al, 2005 citado de Maughan et al., 1995, Pfeiffer, et al.,
2011). Asimismo, en la mayoria de los casos es necesario utilizar metodologias de alta
resolucion (geles de secuenciamiento) para la separacion de fragmentos, lo cual puede
incrementar el presupuesto necesario para el ensayo (Frankham et al., 2002; Gonzales,
2009 citado de Powell, et al., 1996). Por otro lado, puede haber homoplasia de alelos en

donde éstos presentan el mismo tamafio de fragmento pero con diferencias en las



secuencias debido a inserciones y/o deleciones, cambios de bases o variaciones en la region
flanqueante, lo cual hace que el investigador considere que se trata del mismo alelo. La
solucion a este inconveniente involucraria la utilizacion de HRM o el secuenciamiento de
los alelos, pero esto convertiria el uso de SSRs en una metodologia no rentable para el
laboratorio (Frankham et al., 2002; Aranguren et al., 2004 citado de Primmer y Ellergren,
1998; Robinson & Harris, 1999).

4.2.2. Marcadores moleculares en el estudio de la diversidad genética

de la quinua

Una de las primeras investigaciones en quinua fue realizada por Wilson (1988) al construir
el primer arbol filogenético de especies del género Chenopodium basado en datos
morfologicos y 6 loci de isoenzimas con las cuales evalu6 98 accesiones. Su investigacion
sugirio que el centro de la diversidad de la quinua se encuentra en el sur del altiplano
andino. Asimismo, las accesiones de quinua evaluadas se separaron en dos grupos
principales: quinuas del altiplano y costeras. Finalmente, reportd que el origen de
domesticacion de la quinua se ubicaba posiblemente entre la region peruano-boliviana con

las consiguientes dispersiones hacia el norte y sur.

Posteriormente, Ruas et al. (1999) fueron los primeros en utilizar marcadores moleculares
en quinua al utilizar RAPDs con el objetivo de detectar polimorfismos de ADN en 19
accesiones de 6 especies del género Chenopodium incluyendo a C. quinoa. En base a los
resultados de 399 marcadores construyeron un dendograma que tuvo 5 grupos principales,
donde el segundo grupo incluyé a 8 cultivares y 2 variedades silvestres de C. quinoa.
Asimismo, determinaron un bajo nivel de variacion intraespecifica entre C. quinoa y las

especies silvestres C. nuttalliae y C. pallidicaule.

Afios después, Maughan et al. (2004) desarrollaron el primer mapa de ligamiento genético,
basando en 80 individuos F2 del cruce entre 4 progenitores representando dos grandes

ecotipos: ecotipo Chileno (accesion “Ku-2” y “NL-6") y ecotipo del Altiplano (incluyendo



la accesion de Pert “0654” y “Chupacapa”). Para la construccion del mapa  se
utilizaron 230 marcadores AFLP, 6 RAPDs y 19 SSR, estos ultimos de importancia para

futuras investigaciones a nivel molecular en quinua.

En el 2005, Mason et al. identificaron 208 SSR polimérficos en 31 accesiones de quinua de
los ecotipos altiplano y costero. Inicialmente secuenciaron un total de 1276 clones a partir
de 3 librerias enriquecidas con microsatélites (CA, AAT y ATG) de los cuales un 36% de
éstos presentaron SSR (nicos. Asimismo, disefiaron 397 cebadores para loci de SSR los
cuales fueron analizados con un panel de accesiones de C. quinoa y una accesién C.
berlandieri de los cuales un 52% fueron polimdrficos dentro de las accesiones de C.
quinoa. Sin embargo, al incluir a C. berlandieri en el andlisis, un 6% adicional de los
cebadores se mostré polimorfico. Por otro lado, el nimero de alelos observados fue de 2 a
13 alelos por locus con un total de 818 alelos detectados, mientras que los valores de
heterocigosidad se encontraron entre 0.20 a 0.90 donde un 32% fue altamente polimoérfico
(H > 0.70). Asimismo, identificaron que las repeticiones mas vistas ademas de CA, AAT y
ATG fueron GA'y CAA. Sin embargo, indican que la repeticion AAT es mas prevalente en
el genoma de quinua que CA o ATG. Finalmente reportan la cercana relacion de C. quinoa
y C. berlandieri nuttaliae, debido a que un 99.5% de los cebadores amplificaron productos

especificos en C. berlandieri nuttaliae.

A partir de esta investigacion Christensen et al. (2007) utilizaron 32 de los SSR
identificados por Mason et al. (2005) y 4 SSR por Maughan et al. (datos no publicados)
para evaluar la diversidad genética de 152 accesiones de las colecciones de USDA y CIP-
FAO quienes desarrollaron un set de microsatélites marcados con fluorescencia los cuales
podrian ser utilizados para caracterizar la diversidad genética dentro del germoplasma
de quinua. A partir de la caracterizacion se detectaron 420 alelos, con un rango de 3 a 27
alelos por locus y con un promedio de 11 alelos por locus. Por otro lado, reportaron una
heterogeneidad genética en el 32% de las accesiones en un locus dado lo cual sugiere que

muchas de estas accesiones representan lotes heterogéneos de semillas o variedades nativas.

A partir de un analisis UPGMA y analisis de componentes principales se dividi6 a las
accesiones en dos grandes grupos. El primer grupo consistié en las accesiones del altiplano

de Peru, Bolivia, Ecuador, Argentina, y del noreste de Chile. Mientras que el otro grupo



incluyé a las accesiones de la zona costera de Chile y las accesiones de las cuales no se

contaba con informacion de procedencia.

Paralelamente, Del Castillo et al. (2007) mediante RAPDs cuantificaron la estructura
jerarquica de la variacién genética presente en 8 poblaciones in situ de quinua incluyendo
las formas cultivadas y silvestres, representando el altiplano y los valles interandinos de
Bolivia. Los resultados mostraron una fuerte estructura poblacional y una alta variacion
intrapoblacional. Esta estructuracién genética observada se debe probablemente al
aislamiento de las poblaciones no solo por la distancia geografica sino debido a barreras
climéticas y orogréaficas presentes en la zona estudiada. Ademas esto es reforzado por el
limitado intercambio de semillas entre los agricultores. Asimismo, determinaron que la
estructura genética esta formada por tres grandes zonas biogeogréaficas: el norte y centro de
altiplano, los valles interandinos y el sur salar. Por otro lado, determinaron que no habia
una diferencia significativa entre la diversidad genética de las formas silvestres y cultivadas
de quinua con indices He=0.288 y 0.311 respectivamente. Adicionalmente, tampoco
observaron una diferencia significativa entre las ecorregiones. Ademas, en base a sus
resultados, afirman que las actuales colecciones de germoplasma no serian representativas
de la variacion genética de la quinua y que es necesario un mayor muestreo para la

conservacion de quinuas ex situ.

Posteriormente, Jarvis et al. (2008) report6 el desarrollo de 216 nuevos SSR y un nuevo
mapa de ligamiento basado en una poblacion consanguinea recombinante utilizando SSRs,
AFLPs, la region de almacenamiento de proteina en semilla (11S) y la regién organizadora
nucleolar (NOR). Se secuenciaron un total de 1172 clones donde el 37% (436) contenian
SSR nicos, dentro de los cuales 402 eran adecuados para el disefio de cebadores. Al igual
que Mason et. al. (2005) las repeticiones mas comunes fueron GA, CAA y AAT. Por otro
lado, de los 402 SSR, 216 se mostraron polimorficos en siete accesiones de quinua,
mientras que al incluir a C. berlandieri se observo un 4.7% adicional de polimorfismo. Los

valores de He para estos marcadores se encontraron entre 0.12 y 0.90.

En el 2008, Fuentes et al. utilizaron 20 SSR di o trinucle6tidos reportados previamente por
Mason et al. (2005) y Jarvis (no publicado) con los cuales desarrollaron 7 sets de

marcadores SSR fluorescentes para un sistema multiplex, los cuales permitieron el analisis



de la diversidad genética de 59 accesiones del germoplasma chileno de quinua. La
seleccion de los 20 SSR se basé en los niveles de heretocigosidad, reproducibilidad y
calidad de amplificacion. El estudio dio como resultado 150 alelos con rango de 2 a 20
alelos por locus. Mediante un analisis de componentes principales y de cluster, se
determind que dentro de los dos grandes grupos de accesiones, las quinuas costeras
presentan mayor diversidad que las de altiplano, observandose un 28.6% de alelos Unicos
en las accesiones del altiplano y en las costeras un 50%. Mientras que ambos grupos
compartieron un 21.3% de alelos, por lo que pudieron concluir una reducida diversidad en

las quinuas del norte de Chile.

Posteriormente, Gonzéles, S. (2009) analizd el flujo de genes entre quinuas cultivadas,
quinuas maleza y quinuas silvestres con 8 marcadores SSR utilizando el método de cola
M13. En la mayoria de loci se observaron alelos compartidos entre los tres grupos. Sin
embargo, el polimorfismo SSR mostré una clara diferenciacién genética entre las
poblaciones silvestres y cultivadas, y una gran afinidad entre las quinuas mallas (malezas) y
silvestres. Estos resultados demostraron que la diversidad genética de la quinua es

dinamica, confirmando la hipotesis de flujo genético espontaneo en campo de agricultores.

Por otro lado, Tamayo, L. (2010) realiz6 la caracterizacion inter e intragenotipica de 16
accesiones de quinua con 10 marcadores ISSR. Mediante el método de UPGMA identificd
la agrupacion de las muestras en 3 clusters con un coeficiente de similitud de Jaccard de
0.79. El primer grupo incluy6 12 accesiones de Puno, Cusco, Cajamarca y Arequipa. El
segundo, incluyo 2 accesiones de Ancash y el tercero incluyé 2 accesiones de Puno y
Arequipa. Los resultados de este estudio sugieren que las accesiones de quinua
provenientes de los departamentos de Puno, Cusco y Arequipa, presentarian mayor
disimilitud genética, amplia variabilidad y probablemente heterogeneidad. En cuanto a la
caracterizacion intragenotipica, los departamentos que presentaron menor polimorfismo
fueron: Ancash (23.34%) y Cajamarca (22.03%) lo cual segun indica el autor podria
significar que los individuos pertenecientes a una misma accesion no son iguales
genéticamente, probablemente debido a una mayor polinizacion cruzada, intercambio de
genes 0 mezcla de semillas. Finalmente, las accesiones de los departamentos de

Puno, Arequipa y Cusco presentaron un polimorfismo promedio de 35.30%, 33.89% y



31.90% respectivamente. Esto indicaria que existe una mayor variabilidad genética y un
intercambio de genes constante entre y dentro de los cultivares de quinua en esta

region.

Mas adelante, en el afio 2012 Maughan et al. reportaron 14.178 SNPs de los cuales
identificaron 511 SNPs funcionales y desarrollaron el primer mapa de ligamiento en base a
estos marcadores. Con la finalidad de evaluar la informatividad y utilidad de los SNPs,
analizaron 113 accesiones de quinua pertenecientes al CIP, USDA asi como 8 accesiones
adicionales representando al género Chenopodium. Asimismo, mediante un PCoA
confirmaron la agrupacion de las accesiones en los dos ecotipos evaluados: quinuas de la
costa chilena y ecotipos de la regién andina. Finalmente reportaron que los SNPs
identificados podrian ser una herramienta importante para los programas emergentes de

mejoramiento genético en quinua.

Paralelamente, Costa et. al (2012) caracterizaron molecularmente 51 poblaciones de
quinua, de las cuales 34 fueron nativas del noroeste argentino (NOA), y 17 constituyeron
poblaciones extranjeras incluyendo quinuas del sur de Chile, costa del Lago Titicaca,
altiplano de Peru y Bolivia, valles de Ecuador y el ecotipo Real del sur de Bolivia. La
finalidad fue determinar la magnitud y distribucion de la variabilidad genética actual de la
quinua es la region del NOA, ademas de las relaciones genéticas entre las poblaciones
evaluadas. En el estudio, detectaron 283 alelos entre los 11 loci analizados con un PIC
promedio de 0.88 resultando todos los marcadores altamente polimorficos y con un
promedio de 22 alelos por locus. Ademas observaron una alta diversidad genética
(He=0.355, SE=0.034) en las quinuas del NOA. Sin embargo el valor de diversidad entre
las poblaciones extranjeras fue mas alto (He= 0.410, SE= 0.057). Adicionalmente
realizaron un AMOVA separando las poblaciones segin su procedencia y el resultado
mostré una fuerte diferenciacién genética entre las poblaciones (Fst=0.594) y de las
mismas dentro de las regiones (Fst=0.497). Mediante un agrupamiento UPGMA,
determinaron que la distancia genética promedio fue 0.86 agrupando a las poblaciones en
cinco clusters segun su ambiente de procedencia. Cabe resaltar que las quinuas de las
orillas del lago Titicaca, altiplano norte del Per(, Ecuador y las de la zona de transicion

entre el valle y la quebrada del NOA se concentraron en dos clusters.



4.3. Diversidad, variabilidad genética y variacion genética

La diversidad genética se puede definir como la variedad de alelos y genotipos presentes en
una poblacion, una especie o un grupo de especies (Frankham et al., 2002). Esta diversidad
toma en consideracion a la variabilidad que existe, siendo ésta el potencial que tiene una
especie para experimentar variacion genética en sus individuos (Gorgonio, 2012; Ponce,
2013). Asimismo, la variacion genética puede definirse como la presencia de diferencias en
los individuos pertenecientes a una poblacion, lo cual provee la base para que ocurra
seleccion natural y permite que una poblacion se adapte a los cambios en su entorno
(Bader, 1998; Frankham et al., 2002). Para que la seleccion natural pueda actuar sobre un
caracter, este debe ser lo suficientemente variable de tal modo que se elija al mas adecuado
(Ponce, 2013). Esta variacién se origina principalmente por medio de mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones, y debido a la recombinacién producida en la meiosis, a
partir de lo cual las frecuencias de los alelos van a cambiar debido a la migracién, seleccion
y deriva genetica (Frankham, et al., 2002; Gorgonio, 2012). Por tal motivo, se considera
que la variacion genética y la variabilidad son la base para que los organismos presenten
diversidad genética lo cual contribuye a que exista una diversidad de especies (Gorgonio,
2012).

La diversidad genética puede ser medida utilizando una serie de métodos moleculares y
cuantitativos, y es tipicamente descrita utilizando polimorfismos, heterocigosidad promedio

y diversidad alélica (Frankham et al., 2002).

El conocimiento y entendimiento de las variaciones en la diversidad genética es utilizado
para evaluar la capacidad de respuesta de las poblaciones y especies frente a los cambios
ambientales naturales o provocados por actividades antropogénicas; ademas, permiten
evaluar los riesgos de la pérdida de especies y/o poblaciones y conocer la riqueza genética
y su distribucion en un area geogréafica en particular (Pifiero, et al., 2008). La pérdida de
diversidad con el paso del tiempo es sefial de que estd ocurriendo un proceso de endogamia
en la poblacion, vy ésta puede estar perdiendo su potencial evolutivo (Frankham et al.,
2002). Por tal motivo, el estudio de la diversidad genética permite plantear estrategias de

aprovechamiento y conservacion de poblaciones y especies, asi como comprender las



causas, forma y velocidad de la pérdida de variabilidad genética, como también evaluar los
riesgos de introduccion de plagas, enfermedades y especies mejoradas genéticamente sobre

las poblaciones y especies nativas (Pifiero, et al., 2008).

4.3.1. Riqueza alélica (A)

La riqueza alélica o también llamada diversidad alélica, es una medida fundamental de
variacion genética y es utilizada para identificar que poblaciones conservar (Kalinowski,
2004). La estimacion de la riqueza alélica proporciona informacion de la diversidad de una
poblacion mediante la identificacion de alelos exclusivos o privados y compartidos entre las
poblaciones (Gonzéles, 2011). Cuando hay mas de un locus, la diversidad alélica es el
namero de alelos promedio en todos los loci (Frankham et al., 2002). Asimismo, Marshall
y Brown (1975) sugieren que se puede reconocer cuatro clases de alelos: a) comunes,
ampliamente distribuidos, b) comunes, localmente distribuidos, ¢) raros, ampliamente

distribuidos, d) raros, localmente distribuidos.

4.3.2. Proporcion de loci polimorficos

Un locus es considerado polimorfico en una poblacion dada, si éste presenta mas de un
alelo, teniendo el alelo mas comun una frecuencia menor a 0.99 o menor a 0.95. Por lo
tanto, un locus ser& monomaorfico si solo tiene un alelo presente en la poblacion (Frankham,
et al., 2002). La proporcion de loci polimorficos se calculard mediante la siguiente
férmula:

p ntimero de loci polimorficos
" namero de loci evaluados




4.3.3. Heterocigosidad

Constituye la proporcion de individuos heterocigotos en una poblacién (Ponce, 2013). Un
valor de heterocigosidad alto significa que existe una elevada diversidad alélica presente en
la muestra analizada (Butler, 2005). Puede ser dividida en los siguientes indicadores
(Ponce, 2013):

e Heterocigosidad observada (Ho): Es la proporcion de individuos heterocigotos

observados entre el total de individuos evaluados en un locus determinado
(Frankham et al., 2002; Gonzélez, 2011).

o Heterocigosidad esperada (He): También conocida como diversidad genética de
Nei (1973). Es la probabilidad de que en un locus unico, cualquier par de alelos
elegidos al azar, sean diferentes entre si; y es estimada a partir de la sumatoria de las
frecuencias obtenidas para cada uno de los alelos bajo la suposicién de estar en
equilibrio de Hardy- Weinberg (Gorgonio, 2012). Generalmente la He es
reportada  para describir la diversidad genética de un locus, ya que ésta se ve

menos influenciada por el tamafio de muestra que la Ho (Frankham et al., 2002).

La heterocigosidad se calcula segun el nimero de alelos presentes en un locus de la

siguiente manera:

-Para un locus con dos alelos:

He =1 — pi? — ¢?

Donde: p y g corresponden a las frecuencias alélicas elevadas al cuadrado.
-Para un locus con mas de dos alelos:

No.
He = 1 — de.alelos
i=1

pi?

Donde: pi es la frecuencia del i-ésimo alelo.



4.3.4. Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas pueden ser definidas como la frecuencia de un alelo en una
poblacién dada (Frankham et al., 2002). Generalmente las frecuencias alélicas dentro de las
poblaciones de una misma especie van a ser diferentes debido a las fuerzas evolutivas a lo
largo del tiempo (Eguiarte et al. 2010). Estas diferencias constituyen la estructura genética
de una especie, y pueden ser descritas mediante las frecuencias alélicas, el nimero de alelos
y la heterocigosidad (Frankham et al., 2002). Cuando se habla de una especie con alta
estructura genética quiere decir que se puede identificar una diferencia en las frecuencias
alélicas entre las poblaciones que la integran mientras que una especie con baja estructura
genética nos indica que las poblaciones que la constituyen son casi idénticas con nulas o
muy pocas diferencias en sus frecuencias alélicas (Eguiarte et al. 2010). En especies
diploides, la frecuencia de alelos codominantes puede ser obtenida por recuento de los
diferentes genotipos, sin necesidad de asumir que en la poblacion hay un apareamiento al
azar, entre otras condiciones. En contraste, en especies poliploides, la presencia de méas de
dos alelos por individuo y el patron complejo de herencia que presentan, otorga diferentes
problemas al estimar las frecuencias alélicas, por lo que es necesario aplicar algoritmos

para que éstas puedan ser inferidas (De Silva, et al., 2005).

4.3.5. Distancias genéticas

La distancia genética mide el grado de diferenciacion entre poblaciones de una misma
especie 0 entre especies, pudiendo cuantificar esa diferencia mediante indices de distancias
(Eguiarte, et al., 2010; Ponce, 2013). Asimismo, éstas pueden ser visualizadas graficamente
mediante andlisis multivariados como el PCA (Beovides, et al, 2006; Gonzélez, et al,
2011). Las distancias geneticas nos dan una estimacion relativa del tiempo que ha
transcurrido desde que las poblaciones se han establecido; donde bajas estimaciones de
distancia pueden indicar una subestructura de la poblacion, o que las poblaciones se
separaron desde un corto periodo de tiempo (Basantes, 2012). Asimismo, cuando dos

poblaciones estan genéticamente aisladas, la mutacion y la deriva genética contribuyen a la



diferenciacion de las frecuencias alélicas en locus selectivamente neutros; a medida que
aumenta el tiempo de divergencia entre dos poblaciones, la diferencia en las frecuencias

alélicas también aumenta (Eguiarte, et al., 2010; Basantes, 2012).

Los métodos basados en distancias asignan el individuo a la poblacion genéticamente mas
cercana 0 proxima; para ello se requiere definir una distancia entre el individuo y la
poblacién (Basantes, 2012). Esta estimacién debe ser basada en numerosos loci
polimoérficos para proveer resultados confiables (Nei & Takezaki, 1994). Cuando una
especie presenta una amplia distribucion, se espera que las poblaciones geograficamente
mas cercanas también sean las mas cercanas genéticamente; lo cual es conocido como
“aislamiento por distancia” y nos dice que los individuos tienden a aparearse con aquellos
mas cercanos geograficamente de lo que se esperaria que ocurra al azar (Eguiarte, et al.,
2010 citado de Wright, 1951).

4.3.6. Indice de fijacion (Fst)

La teoria de los indices de fijacion o estadisticos F fue concebida inicialmente por Sewall
Wright en 1969; y mide la probabilidad que dos alelos tomados aleatoriamente de una
subpoblacion (ya sea de individuos diferentes o del mismo individuo) sean idénticos por
descendencia. Si hay flujo génico, es decir si hay una transferencia de alelos dentro de las
subpoblaciones, esta probabilidad es baja; mientras que si hay una baja tasa de flujo génico,
las poblaciones divergen, ocurre mayor endogamia y el Fst incrementa (Frankham et al.,
2002). Por tal motivo, podemos utilizar el Fst para medir la diferenciacion genética entre
subpoblaciones (Eguiarte, et al, 2010; Ponce, 2013). 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 (Eguiarte,
et al, 2010). Dentro de este rango, Wright propuso la siguiente valoracion: 0 — 0.05 poca
diferenciacion, de 0.05 — 0.15 moderada, de 0.15 — 0.25 grande y > 0.25 muy grande. El

Fst puede ser estimado de la siguiente manera (Gorgonio, 2012):



Hs
Fst=1—- —
Ht
Donde: Hs es la heterocigosidad esperada promedio de todas las subpoblaciones y Ht es la

heterocigosidad esperada para la poblacion total.

4.3.7. Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)

El DAPC corresponde a un andlisis multivariado que pretende identificar y describir
cluster genéticos. En contraste con el Analisis de Componentes Principales (PCA), el cual
se enfoca en la varianza total de los datos, es decir describen la diversidad global en donde
probablemente se ignoren ciertas diferencias entre los grupos obtenidos; el DAPC optimiza
la varianza entre los grupos identificados y minimiza la varianza dentro de éstos, con la
finalidad de evidenciar su relacion. Provee una descripcion eficiente de clusters genéticos
usando variables sintéticas las cuales son construidas como combinaciones lineales de
variables originales, en este caso alelos, los cuales tienen mayor varianza entre grupos que
dentro de éstos (Jombart, 2013).

Inicialmente para realizar un DAPC se requiere definir grupos. En la mayoria de los casos
estos no son conocidos, por lo que se utilizan las k- medias; un algoritmo que permite
identificar un ndmero de clusters maximizando la variacion entre éstos. Primero se
establece el namero 6ptimo de clusters, para lo cual se corre un nimero ascendente de k, y
éstos son comparados utilizando el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) en donde el
menor nimero de BIC corresponderd al namero de clusters ideal. Los  clusters
genéticos  pueden  ser estructuras biologicamente significativas y reflejar procesos
biolégicos interesantes, sin embargo, siguen siendo modelos que permiten resumir y
comprender la complejidad de la relacion entre individuos; asimismo, no hay un k
estrictamente verdadero, pero si algunos valores de k que resumen mejor los datos que
otros. Por otro lado, el DAPC establece probabilidades de pertenencia de cada individuo a
los diferentes grupos o clusters obtenidos. Estas probabilidades nos dan una evidencia de

que tan definidos son estos clusters genéticos (Jombart, 2013).



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Identificacion de Ila diversidad genética de 172

accesiones de quinua

5.1.1. Lugar de la investigacion

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular y Gendmica de la

Direccion de Recursos Genéticos y Biotecnologia del INIA, Lima, Peru.

5.1.2. Material biologico

Se evaluaron 172 accesiones nativas de los departamentos de Ancash (5), Ayacucho (4),
Huancavelica (1), Cusco (64), Puno (97) y una accesion sin informacion de procedencia
(Fig. 1 y Tabla 1) las cuales fueron proporcionadas por la EAA Illpa (Puno) bajo la

solicitud de la Subdireccion de Biotecnologia del INIA.

Las semillas fueron germinadas en condiciones de invernadero; transcurridas 1 a 2 semanas
se colectaron las plantulas de acuerdo a su desarrollo y se trasladaron al laboratorio

donde fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

5.1.3. Extraccion de ADN genémico

La extraccion se realizo a partir de hojas y tallos tomando como base el método de CTAB
descrito por Doyle & Doyle (1987) realizando algunas modificaciones en cuanto a las

concentraciones de los componentes del buffer de extraccion, entre otras.



5.1.4. Determinacion de la calidad y concentracion de ADN

Se determind la calidad del ADN extraido mediante electroforesis en geles de agarosa al
1% (p/v) tefiidos con bromuro de etidio (10 mg/ml); se cargaron 3 pL de la muestray 7 pL
del buffer de carga SALB 2x (azul de bromofenol, naranja, sucrosa, xilen cianol y TBE
10% (v/v)) en cada pocillo del gel sumergido en TBE 1% (v/v), y se corrieron las muestras
a 120 V durante 25 minutos. Posteriormente, se realizd la visualizacion de las bandas
mediante exposicion con luz UV utilizando el fotodocumentador ChemicDoc™ XRS de
Biorad. Asimismo, se cuantific6 y determind la pureza del ADN mediante el
espectrofotometro Epoch Micro-Volume (BioTek, USA) en el cual se realizo la lectura de
las muestras a, DO2so hm y DO2gonm y se consideré como ADN puro cuando la relacion
DO260/D02go fue de 1.8. Finalmente, de acuerdo a la concentracion de ADN obtenida, se

realizo la dilucion de trabajo a 15 ng/pL.

5.1.5. Amplificacion de SSR a partir de 25 cebadores con cola M13

mediante el método de PCR-multiplexing

Se seleccionaron los cebadores de los trabajos realizados por Mason et al. (2005),
Christensen et al. (2007) y Jarvis et al. (2008) (Tabla 2). Se realizo la estandarizacién de las
condiciones de amplificacion haciendo una gradiente de temperatura en un rango de 41°C a
62°C con la finalidad de establecer la temperatura de hibridacion mas adecuada, y en la
cual no se observaran productos de amplificacion inespecificos. Después, se establecio la
concentracion de cloruro de magnesio al probar un rango de 1.5 mM a 3 mM por reaccion.
Finalmente, se ajustd la concentracion de los cebadores para obtener un mayor producto de
amplificacion. Una vez establecidos estos parametros y concentraciones, se agrupo a los
cebadores de acuerdo a su temperatura de hibridacion y segun el tamafio de amplificacion
reportado, los cual permiti6 la amplificacion simultdnea de diferentes regiones SSR (Tabla
3).



Posteriormente, se procedio a la amplificacién de todos los loci en un volumen de 10 pL
conteniendo 1 puL de ADN a 15 ng/uL, 2 pL del buffer KAPA de PCR 5x, 2 mM de MgCl»,
0.2 mM del mix de dNTPs, 1 uM de cada cebador (directo y reverso), 1 uM del cebador
M13, 0.4 mg/mL de BSA y 0.35U de enzima KAPA Taq HotStart.

5.1.6. Genotipificacion de fragmentos SSR

La separacion de los SSR se realizd6 mediante una electroforesis capilar automatizada
utilizando el analizador genético 3130x| lo que permiti6 separar a los fragmentos de
acuerdo a su tamafio (pb) y por fluor6foros. Esto fue posible debido a que cada secuencia
directo de los cebadores contd con la secuencia 5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3’ de
19 nucleotidos conocida como “cola M13”. Durante el PCR se amplifico la region de
interés méas los 19 nucledtidos de la cola M13. Posteriormente, se realizaron 8 ciclos de
amplificacion con una temperatura de hibridacion de 53°C en donde otro cebador con una
secuencia complementaria a la cola M13 y marcado con fluorescencia, actué como
secuencia directo y se peg6 al fragmento SSR que tenia los 19 nucle6tidos de la cola M13,
permitiendo asi la deteccion de los fragmentos marcados con fluorescencia por el equipo.
Los fluordforos utilizados fueron fueron 6-FAM (azul), VIC (verde), NED (amarillo) y
PET (rojo).

Una vez finalizada la amplificacién de cada grupo multiplex, se preparé la placa de corrida
para el analizador genético en la cual se afiadieron 10 pL de la mezcla de formamida
desionizada y el estandar de tamafio L1Z600. Seguidamente, a cada pocillo de la placa se le
afadieron de 0.5-1 pL de cada producto de PCR, pudiendo tener hasta 4 fluoréforos
distintos por pocillo. Luego, la placa fue sometida a 95°C por 3 minutos para denaturar el
ADN e inmediatamente ésta fue sometida a -20°C por 5 minutos. Finalmente se colocd la

placa en el equipo y se dio inicio a la corrida electroforética.

Durante la migracion de los fragmentos SSR y antes de que lleguen al electrodo positivo,
un laser incidié en éstos, causando que los fluoréforos adheridos emitan fluorescencia.

Estas sefiales fueron separadas por un sistema de difraccion y fueron detectadas por una



camara CCD. Debido a que cada fluoréforo emite fluorescencia en diferentes longitudes de
onda, todos los fluoréforos y por lo tanto todos los fragmentos afiadidos pudieron ser
detectados en una sola inyeccion capilar. Esta sefial de fluorescencia fue convertida a
formato digital, el cual fue visualizado en forma de picos mediante un electroferograma
utilizando el programa GeneMapper versién 4.0. Posteriormente, con el programa se
establecieron los bins para cada marcador y se realizo el analisis de los alelos observados.
Finalmente los datos fueron exportados a un documento de Excel para luego ser ordenados

en una matriz.

5.1.7. Andlisis de diversidad genética

Los andlisis fueron realizados a partir de la matriz de alelos obtenida mediante la

genotipificacion de fragmentos SSR.

5.1.7.1. Riqueza alélica (A)

Se determind el namero total de alelos observados por locus, el nimero alelos exclusivos y
compartidos, el nimero promedio de alelos por locus asi como el porcentaje de loci
polimorficos. Los célculos fueron realizados mediante el programa R version 3.0.3 con el

paquete estadistico Polysat version 1.3-2 (2013).

5.1.7.2.  Heterocigosidad

Se calcul6 la He y Ho mediante el programa R version 3.0.3 con el paquete estadistico
Adegenet version 1.4-1 (2014). La heterocigosidad esperada (He) se estimé bajo la

suposicion que la poblacion evaluada se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg (EHW).



Asimismo, se estimé si la diferencia entre la He y Ho fue estadisticamente significativa

mediante el Test de homogeneidad de varianzas Barlett.

5.1.7.3.  Célculo de las distancias genéticas

Las distancias genéticas entre los individuos fueron estimadas mediante el programa R con
el paquete estadistico Polysat 1.3-2 (2013) utilizando la distancia de Lynch (1990), la cual
fue seleccionada debido a ésta que no se ve afectada por la ploidia de los individuos ni por
la presencia de heterocigotos parciales como es el caso de especies alotetraploides, ni por

las frecuencias alélicas.

5.1.8. Agrupamiento mediante un Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA)

A partir de la matriz de disimilitud obtenida mediante el programa R con el paquete
estadistico Polysat version 1.3-2 (2013) se realiz6 un Analisis de Coordenadas Principales
(PCoA) con la finalidad de reducir la cantidad de datos y facilitar la interpretacion. Este
analisis permitié revelar las relaciones entre los individuos a partir de las distancias

geneticas.

5.1.9. Determinacion del grado de diferenciacion genética mediante el

indice de fijacion de Wright

Una vez determinada la agrupacion de los individuos en subpoblaciones, se calculd el Fst
con el paquete estadistico Polysat de R version 1.3-2 (2013) con la finalidad de determinar

el grado de diferenciacion genética entre los grupos identificados.



5.1.10. Identificacion de  clusters mediante un

Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)

Posteriormente se realizO0 un DAPC mediante el programa R version 3.0.3 con el
paquete estadistico Adegenet version 1.4-1 (2014) con el cual se establecieron clusters
geneticos basados en la varianza entre grupos. Ademas se establecid la probabilidad de

pertenencia de cada individuo a cada uno de estos grupos.



VI. RESULTADOS

6.1. Identificacion de la diversidad genética del germoplasma

de quinua

Se realizd la extraccion de ADN siguiendo el protocolo modificado de Doyle & Doyle
(1987) el cual permitio obtener una relacion de DO260/DO2go entre 1.8-1.9; asimismo se

obtuvo una concentracién promedio de 600 ng/pL (Fig. 2).

La estandarizacion de los cebadores permitié determinar la temperatura Optima de
hibridacion, a partir de la cual se establecieron los grupos multiplex lo que facilité la
amplificacion de los SSR (Tabla 3). Sin embargo, los cebadores QCA069 y QCAO037
fueron excluidos del andlisis ya que no mostraron una buena calidad de amplificacion.
Como resultado de la amplificacion, se detectaron un total de 294 alelos con un promedio
de 12.78 alelos por locus (Tabla 4). EI marcador QAAT100 presenté el mayor nimero de
alelos (44 alelos); mientras que el marcador KCAAO065 presentd un unico alelo, siendo éste
por lo tanto, un locus monomorfico en la poblacion evaluada. De acuerdo a la definicion de
Ott (1992) la cual considera a un marcador como polimorfico si la H es > 0.1 y altamente
polimérfico si la H es > 0.7; se determind que 22 de los marcadores utilizados en el
presente trabajo fueron polimérficos, mientras que 10 de ellos fueron altamente
polimorficos, siendo éstos Ultimos de gran utilidad para establecer un panel de marcadores
SSR que permitan la discriminacion de individuos de quinua estrechamente emparentados.
Por otro lado, el 20% de los alelos detectados fue exclusivo de quinuas de valles
interandinos, el 15% fue exclusivo de quinuas del altiplano y un 65% del total de alelos fue

compartido por ambos grupos (Fig. 3).

Finalmente, el rango de diferencia entre los alelos detectados fue de 2 a 12 pb, lo cual

demuestra las diferentes tasas de mutacion de los loci evaluados.



Asimismo, del total de muestras evaluadas, se determin6 que las accesiones procedentes de
los departamentos de Ancash, Ayacucho, Cusco y Huancavelica consideradas como
ecotipos de valles interandinos, presentan mayor riqueza alélica, ya que éstas evidenciaron
un mayor namero de alelos exclusivos en comparacion con las quinuas procedentes de
Puno, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05). Sin embargo, es
importante resaltar que la estimacion de la diversidad genética basada en la riqueza alélica
tiene como desventaja principal, estar directamente relacionada con el tamafio de la
muestra. No obstante, a pesar de haber evaluado un menor nimero de muestras de valles

interandinos, se pudo determinar una mayor diversidad genética.

Por otra parte, se determind la diferencia entre la He y Ho para cada marcador, obteniendo
una He promedio de 0.60 y una Ho promedio de 0.14 (Fig. 4), siendo ésta una gran
diferencia, podemos inferir tedricamente que existe un déficit de heterocigotos en la
poblacién. Por tal motivo, esta diferencia fue analizada mediante el Test de homogeneidad
de varianzas de Barlett, a partir del cual se determind que es estadisticamente significativa
(P < 0.05). Este resultado podria ser explicado por el efecto Wahlund, el cual indica que la
He en una poblacion es mayor que la Ho a causa de la subdivision poblacional, por lo que
habria un exceso de homocigotos. A diferencia de la endogamia, la cual afecta de igual
manera a todos los loci, el efecto Wahlund depende de las diferencias entre las frecuencias
alélicas en cada locus. Otro de los factores que podrian estar afectando a la poblacion
esta relacionado con el tipo de reproduccién que presenta el cultivo, ya que ésta puede tener
altos porcentajes de autofecundacion, en donde por cada generacion, va incrementar el

namero de homocigotos a expensas de los heterocigotos.

Por otro lado, se determind que el 86% de las frecuencias de los alelos en los ecotipos de
valles interandinos y el 87% de las frecuencias en los ecotipos del altiplano fueron menor o
igual a 0.1, mientras que el 14% de las frecuencias de valles interandinos y el 13% de las
del altiplano fueron mayor a 0.1 (Fig. 4 y Fig. 5). Estos resultados podrian atribuirse a la
metodologia empleada para el calculo de éstas mediante el paquete estadistico Polysat, ya
que éste tiene una tendencia a subestimar la frecuencia de los alelos mas comunes y
sobreestimar la frecuencia de los alelos raros. Asimismo, como es reportado por Slatkin

(1989), debemos considerar que los alelos con frecuencias mayores a 0.1 tienen una



tendencia a fijarse en la poblacién a través de las generaciones, lo cual podria causar

divergencia entre las subpoblaciones.

6.2. Agrupamiento multivariado mediante un Andalisis de
Coordenadas Principales (PCoA) y determinacion del
grado de diferenciacion genética entre los grupos

evaluados

Asimismo, se realizo un PCoA en donde se observo la division poblacional de las
accesiones de altiplano (representado en color verde) y valles interandinos (representado en
color morado) en dos subpoblaciones, las cuales guardaron relacion con la procedencia de
las muestras (Fig.7). En base a este resultado, se estimd el grado de diferenciacién genética
entre ambos grupos mediante el Fst, obteniendo un valor de 0.059, lo cual indica un grado
de diferenciacion genética moderada entre las quinuas del altiplano y de valles
interandinos; este resultado podria explicar la presencia de deriva genética, lo cual haria
que las poblaciones diverjan paulatinamente. Por otro lado, se puede inferir la presencia
flujo genético entre ellas, ya que como se mencion0 anteriormente, ambas poblaciones
comparten el 65% de los alelos. Este resultado puede ser positivo para la poblacion, ya que
le va a conferir un mayor potencial adaptativo debido al eventual flujo genético, y va a
evitar que exista endogamia y pérdida de variacion dentro de la poblacion. Esto es
reforzado por el tipo de reproduccidon sexual del cultivo, el cual es principalmente por
autogamia alternando con hasta un 10% de alogamia. No obstante, se observé que algunas
accesiones de valles interandinos presentan mayor similitud genética con las accesiones de
altiplano y viceversa, lo cual podria sugerir errores en la documentacion de las accesiones,

por lo que seria necesario revisar la clasificacion de éstas.

Con la finalidad de analizar la diversidad presente entre los grupos, se realizd un DAPC,
mediante el cual se determind el nimero de clusters genéticos a partir del menor valor de

BIC, el cual fue k=7 (Fig. 8). Se utilizaron los dos primeros componentes principales ya



que éstos explicaron la mayor varianza de los datos (Fig. 9). A diferencia de lo observado
en el PCoA, en el DAPC se obtuvieron 7 clusters genéticos, los cuales no siempre
guardaron relacion con la procedencia de las muestras; como es el caso del cluster 1
(representado en color azul) el cual estd constituido de 34 accesiones, de las cuales 33
proceden de valles interandinos y una del altiplano; mientras que los clusters 3
(representado en color anaranjado) y 4 (representado en color celeste) solo agrupan a
accesiones procedentes del altiplano. Finalmente, podemos inferir que no hay relacion entre
la procedencia de las muestras con la agrupacion realizada por el DAPC. Igualmente, se
determind la probabilidad de pertenencia de cada individuo a los siete clusters (Fig. 10)
y de acuerdo a los resultados obtenidos, se observd que existe una contribucién de mas de
un grupo genético en cada individuo, ya que 159 del total de muestras presentan
probabilidad de pertenencia a mas de un cluster, lo cual indicaria que éstos no estan
estrictamente definidos; y por lo tanto no existiria una estructuracion genética definida

entre y dentro de los grupos inferidos por el DAPC.



VII. DISCUSION

Los microsatélites son los marcadores de eleccién en numerosos estudios de genética de
poblaciones ya que permiten elucidar la estructura de una poblacion y determinar la
diversidad genética presente. Sin embargo, cuando se trabaja con especies poliploides
puede ser complicado determinar el dosaje alélico para cada individuo. En tetraploides
como la quinua, los genotipos s6lo pueden ser identificados en caso se presenten uno o
cuatro alelos, sin embargo, cuando son detectados dos o tres alelos en un mismo locus, es
casi imposible descifrar cual de ellos se encuentra en doble copia, por lo que se define a los
genotipos como heterocigotos parciales. Por lo tanto, al no contar con los genotipos
completos, estimar las frecuencias alélicas en una poblacién poliploide puede resultar muy
complejo y generalmente se tienen que realizar algunas asunciones, como que la poblacion
de encuentra en EHW (De Silva et al., 2005) pudiendo no ser la situacion real de la
poblacién. Existen algunas metodologias que permiten inferir el dosaje alélico; sin
embargo, éstas pueden no ser las mas adecuadas. Una de ellas consiste en analizar los datos
codominantes de los SSR como datos dominantes utilizando una matriz binaria (Beovides
et al., 2006); esta metodologia ha sido utilizada en numerosos estudios de paternidad,
diversidad genética y estructura poblacional. No obstante, involucra una pérdida inherente
de informacidn en cuanto a la heterocigosidad (Markwith et al., 2006 citado de Mengoni et
al., 2000; Rodzen et al., 2004 y Hanson et al., 2008). Otra alternativa mas drastica es
trabajar los datos como si se tratara de un organismo diploide considerando un maximo de
dos alelos por locus y asumiendo que ambos se encuentran en doble copia. No obstante se
corre el riesgo de obtener resultados sesgados (Markwith et al., 2006 citado de Saltonstall,
2003). Esselink et al. (2004) propusieron un método para determinar el nimero de copias
de los alelos basandose en la intensidad relativa de fluorescencia de los fragmentos
amplificados; sin embargo, este metodo requiere una alta calidad en los datos visualizados.
En contraste, Markwith et al. (2006) explicaron que debido a que los microsatélites estan
basados en la técnica del PCR de tiempo final, un proceso de amplificacion exponencial no
cuantitativa, éstos resultados (intensidades de bandas o altura de picos) no son de confianza

para determinar el nimero de copias de alelos en un locus. Ademas, la discriminacion de



alelos con bajo numero de copias es usualmente obstaculizada por los artefactos producidos
durante el PCR (Preiffer et al., 2011). En base a estos argumentos, en el presente trabajo se
registré unicamente los alelos observados, sin inferir el nimero de copias para cada
genotipo. Por tal motivo, se eligié el paquete estadistico Polysat el cual permite realizar los
analisis utilizando datos de heterocigotos parciales. Esta metodologia permite estimar las
frecuencias alélicas en loci con ambiguedad en el dosaje alélico, asumiendo que todos los
alelos tienen la misma probabilidad de estar presentes en maltiples copias. No obstante,
cabe resaltar que bajo esta estimacion, hay una tendencia a subestimar la frecuencia de los
alelos mas comunes y sobreestimar la frecuencia de los alelos raros, resultando en una
subestimacion del Fst (Clark & Jasieniuk, 2011).

La amplificacion de los SSR permitié determinar que de los 23 marcadores evaluados, 22
fueron polimorficos, mientras que 10 de éstos fueron altamente polimdrficos; obteniendo
una He promedio de 0.6. Sin embargo los valores de He obtenidos para algunos de los
marcadores utilizados en el presente trabajo tales como QAAT100, QAAT024, QAATT0,
QAATT74, y QGA024, difieren de los observados por Mason (2005), Christensen et al.
(2007) y Jarvis et al. (2008) lo cual puede atribuirse a que éstos ultimos utilizaron
quinuas nativas de Bolivia, Chile, Ecuador, Argentina, ademas de especies silvestres como
Chenopodium berlandieri nuttaliae, Chenopodium giganteum, entre otras, lo cual influy6

en la diversidad genética detectada en la poblacion.

Los marcadores utilizados en el presente trabajo mostraron diferente nimero de alelos en
comparacion con otros autores; como es el caso del marcador QAAT100 el cual presentd
44 alelos en el total de la poblacion, sin embargo, Mason et al. (2005) reportd para el
mismo marcador 6 alelos en una poblacion de n=31 incluyendo 10 accesiones de Peru. En
contraste, en el presente trabajo, el marcador KCAAQ65 presentd un unico alelo en la
poblacién evaluada, a diferencia de Jarvis et al. (2008), quienes reportaron 8 alelos
observados y una H=0.80 en una poblacién de n=22 accesiones incluyendo 5 procedentes
de Peru, ademas de la variedad comercial Salcedo-INIA. Estas diferencias demuestran la
variabilidad presente en la especie segin su procedencia. Asimismo, el nimero de alelos
detectados se encontrd en un rango de 1-44 alelos, lo cual puede explicarse por lo reportado
por Vigouroux et al. (2002) citado de Di Rienzo et al. (2008), Harr et al. (1998), Primmer



et al. (1996) y Brinjmann el al. (1998) los cuales mencionan que las tasas de mutacion de
los SSR varian ampliamente entre los loci de una misma especie y que esta tasa incrementa
con el largo del microsatélite. Debido a que el marcador QAAT100 tiene un motivo de gran
extension, es posible que éste tenga una tasa de mutacidbn mas elevada y esto sea
evidenciado con un mayor nimero de alelos. En este contexto, Arauguren (2004) citado de
Schlotterer y Tautz (1992) reportan que los SSR dinucle6tidos presentan tasas de mutacion
mas elevadas que los trinucleodtidos, y sabiendo que generalmente las mutaciones estan
involucradas por la ganancia o pérdida de una simple unidad de repeticién (Weber y Wong,

1993), este tipo de SSR podria evidenciar un mayor nimero de alelos.

Sin embargo, en el presente trabajo al igual que Christensen et al. (2007) los marcadores
trinucléotidos amplificaron un mayor nimero de alelos que los dinucleétidos. No obstante,
el marcador QGA024, de naturaleza di-nucledtidica, amplificé 20 alelos probablemente
debido al modelo de mutacion en el cual se encuentra sometido este locus. En especies
poliploides es comun identificar un mayor nimero de alelos, y debido a esta caracteristica,
el poder discriminativo de un locus es potencialmente mayor, incluso cuando solo se cuenta
con heterocigotos parciales y no con genotipos completos (Preiffer et al., 2011). Por tal
motivo, al caracterizar especies poliploides se requiere menos loci que para evaluar
especies diploides, en las cuales se deberia utilizar un minimo 8 a 12 loci para obtener una
alta precision (Preiffer et al., 2011 citado de Arnaud- Haund et al., 2005; Eusemann et al.,
2009; Koskinen et al., 2004). En el presente trabajo se identificaron 10 marcadores
altamente polimdrficos, los cuales facilitaran la caracterizacién molecular del germoplasma

de quinua.

De acuerdo a la riqueza alélica observada en las accesiones de valles interandinos y del
altiplano, se determin0 que las accesiones de valles interandinos presentan mayor
diversidad genética. Este resultado difiere de obtenido por Tamayo (2010) el cual identificd
una mayor variabilidad genética en quinuas de Puno, Arequipa y Cusco, a diferencia de
Ancash y Cajamarca. Sin embargo, es importante resaltar que el autor utiliz6 en total 16
accesiones, por lo cual posiblemente no se haya evaluado la diversidad genética
representativa de cada region. Por otro lado, el resultado observado en el presente trabajo

coincide con Fuentes et al. (2008) los cuales determinaron una baja diversidad genética en



las accesiones del altiplano chileno en comparacién con quinuas de la costa, ya que éstas
contaron con una mayor cantidad de alelos privados (50%). Sin embargo, Christensen et.
al. (2007) sugirieron un bajo nivel de diversidad genética dentro de los ecotipos de
costa al identificar que la frecuencia promedio de alelos compartidos fue de 61% en

contraste con el 53% observado en las quinuas de altiplano.

La delimitacion de la estructura de una poblacion, usualmente solo es posible utilizando
datos genéticos (Frankham et al., 2002). Con la finalidad de determinar la presencia de
grupos genéticos en la poblacion evaluada, se realiz6 un analisis de coordenadas principales
y se identificd la presencia de dos subpoblaciones de quinua, las cuales agrupan a las
quinuas de valles interandinos y de altiplano. Este resultado coincide por el obtenido por
Equiluz et al., en el cual mediante un anélisis fenotipico en 85 accesiones de quinua
comprobaron la existencia de dos grupos de quinua peruanos: los ecotipos de valle
interandinos y de altiplano. Asimismo este resultado coincide con lo observado por Del
Castillo et al. (2006) los cuales evaluaron quinuas silvestres y cultivadas de Bolivia, y
determinaron éstas se agrupaban no por su estado de domesticacion como era esperado,
sino por el grupo ecoregional del cual provenian. Por otro lado, al realizar un DAPC, se
determind que no hay una estructura genética definida entre las subpoblaciones. Esto se
corrobor6 mediante la probabilidad de pertenencia de cada individuo a los clusters
inferidos, donde méas de un grupo tiene influencia sobre cada individuo. Este resultado fue
observado también por Del Castillo et al. (2007) quienes reportaron una alta variacién
intrapoblacional en quinuas de Bolivia. Sin embargo, de acuerdo a los resultados
observados en el presente trabajo, es necesario analizar un mayor nimero de muestras de
quinuas de valles interandinos para confirmar estos hallazgos. Finalmente el grado de
diferenciacion genética entre las subpoblaciones definidas se obtuvo mediante el Fst, el
cual tipicamente por encima  de 0.15 es considerado como un indicador de diferenciacion
significativa entre las subpoblaciones (Frankham et al., 2002). En el presente trabajo se
determind un Fst de 0.059, lo cual indicaria un grado de diferenciacion moderada. Este
resultado podria explicar la presencia de flujo genético entre las dos subpoblaciones, pero
también la presencia de deriva genética con la fijacion de alelos. Por otro lado, debe
considerarse que debido a que la quinua presenta aproximadamente un 90% de autogamia,

existe en los ecotipos la multiplicaciéon de individuos altamente adaptados a un mismo



nicho ecoldgico, lo cual podria contribuir a la diferenciacion genética entre poblaciones.
Sin embargo, cabe resaltar que este resultado podria verse influenciado por la metodologia
empleada para el calculo de las frecuencias alélicas, la cual segun Clark & Jasieniuk
(2011), podria subestimar el Fst.

Finalmente, Markwith et al. (2006) exponen que la heterocigosidad esperada obtenida de
loci tetraploides no debe ser utilizada para hacer inferencias relativas a patrones de
reproduccion como la endogamia. Por lo cual, la posibilidad de que la poblacion de quinua
evaluada se encuentre bajo el efecto Wahlund, debe ser tomada con precaucion, ya que

llevaria a inferir que existe un exceso de homocigotos.



VIIlI. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos concluir que:

Los marcadores altamente polimérficos KGA3, QAAT106, QAAT24, QAATS0,
QAATT70, KAAT037, QGA024, QAATT76, QAAT74 y QAAT100 permitiran la
evaluacion de la diversidad genética del germoplasma de quinua cuyas accesiones
son conservadas en el INIA.

El nimero de alelos detectado se encontrd entre 1 y 44 probablemente por la

elevada tasa de mutacion que presentan los SSR.

Las accesiones evaluadas procedentes de valles interandinos (Ancash, Ayacucho,
Cusco y Huancavelica) presentan mayor diversidad genética debido a la presencia

de un mayor nimero de alelos privados (20%).

Mediante el PCoA se identificaron dos subpoblaciones de quinua, las cuales

guardan relacién con el origen geografico de las muestras.

La diferenciacion genética moderada (Fst=0.059) entre las dos subpoblaciones,
indicaria la presencia de deriva genética y flujo genético lo cual confiere a los

individuos que las constituyen, un potencial de adaptacién frente a su entorno.

La poblacién de quinua evaluada podria estar bajo el efecto Wahlund debido a la
subdivision poblacional ya que presentan una diferencia entre He y Ho

estadisticamente significativa.



IX. RECOMENDACIONES

Repetir el muestreo y genotipifiacion con SSR en las muestras de valles
interandinos que presentaron mayor similitud genética con las muestras de altiplano
y viceversa; asi como realizar la caracterizacion fenotipica de éstas con indicadores
agronomicos, con el fin de verificar la clasificacion correcta en el banco de

germoplasma.

Realizar la caracterizacion molecular de la quinua con accesiones representativas de
todas las zonas de Per( incluyendo accesiones de Cajamarca, Junin, La Libertad asi
como del Amazonas con el propésito de establecer la estructura genética

poblacional de la quinua en el Perd.

Seleccionar marcadores SSR que permitan formar multiplex de 5 a mas cebadores

con la finalidad de reducir el costo y tiempo de analisis en la genotipificacion.

Establecer una metodologia para determinar el dosaje alélico en especies poliploides
y asi identificar las accesiones duplicadas conservadas en el banco de germoplasma

lo que permitira reducir el presupuesto necesario para el mantenimiento de éste.
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ANEXOS

Figura 1: Ubicacion geografica de 171 accesiones de quinua evaluadas

ion de

® ANCASH

® AYACUCHO

@ Cusco

® HUANCAVELICA
® PUNO

Altitud

|| -251-1084
~ 1084-2449
2449 - 3813
I Se13-5178
5178 - 6543



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

Tabla 1: Datos pasaporte de las accesiones evaluadas

NigllD(;ES\L ECOTIPO DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
INIA
PER003320 VALLES INTERANDINOS Ccusco ACOMAYO ACOMAYO HUASCAR -13.92790 -71.67960 3207
PER003321 VALLES INTERANDINOS Cusco ACOMAYO ACOMAYO HUASCAR -13.92790 -71.67960 3207
PER003322 VALLES INTERANDINOS CUSCO ACOMAYO ACOMAYO HUASCAR -13.92790 -71.67960 3207
PER003324 VALLES INTERANDINOS Cusco ACOMAYO ACOS ACOS -13.94980 -71.73880 3085
PER003326 VALLES INTERANDINOS Cusco ACOMAYO ACOS ACOS -13.94980 -71.73880 3085
PER003328 VALLES INTERANDINOS CUSCO CALCA PISAC AMARU -13.37634 -71.81904 2972
PER003330 VALLES INTERANDINOS Cusco URUBAMBA OLLANTAYTAMBO |OLLANTAYTAMB O -13.25590 -72.26290 2846
PER003331 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003334 VALLES INTERANDINOS CusCco URUBAMBA OLLANTAYTAMBO PACHAR -13.27390 -72.22370 2846
PER003335 VALLES INTERANDINOS Ccusco URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003339 VALLES INTERANDINOS CusCo ACOMAYO ACOMAYO ACOMAYO -13.91830 -71.68250 3207
PER003343 VALLES INTERANDINOS Ccusco ACOMAYO POMACANCHI POMACANCHI -14.03600 -71.57080 3979
PER003345 VALLES INTERANDINOS CusCo URUBAMBA URUBAMBA CHULLPE -13.30550 -72.11580 2871
PER003347 VALLES INTERANDINOS Cusco CALCA SAN SALVADOR SAN SALVADOR -13.49310 -71.77750 2995
PER003351 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA MARAS PILLIRAY -13.34090 -72.11020 3487
PER003353 VALLES INTERANDINOS Cusco URUBAMBA MARAS PILLIRAY -13.34090 -72.11020 3487
PER003356 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA MARAS MULLACCAS -13.35975 -72.19801 3487
PER003359 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA MARAS MAHUAYPAMPA -13.38917 -72.15941 3632
PER003361 VALLES INTERANDINOS Cusco URUBAMBA MARAS MAHUAYPAMPA -13.38917 -72.15941 3632
PER003363 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003364 VALLES INTERANDINOS Ccusco URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003365 VALLES INTERANDINOS CusCo URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003366 VALLES INTERANDINOS CusCco CALCA COYA BELLAVISTA -13.38550 -71.88830 2951
PER003367 VALLES INTERANDINOS Cusco ANTA HUAROCONDO HUAROCONDO -13.41390 -72.20860 3331
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CcODIGO

NAcllll\lCI)ANAL ECOTIPO DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
PER003368 VALLES INTERANDINOS CUSCO Cusco POROY POROY -13.49530 -72.04410 3442
PER003369 VALLES INTERANDINOS CUSCO Cusco POROY POROY -13.49530 -72.04410 3442
PER003371 VALLES INTERANDINOS CusCco CALCA LAMAY LAMAY -13.36380 -71.92020 2941
PER003372 VALLES INTERANDINOS CUSCO CALCA LAMAY HUAMA -13.34200 -71.86870 2941
PER003375 VALLES INTERANDINOS Cusco CALCA PISAC AMARU -13.37634 -71.81904 2972
PER003376 VALLES INTERANDINOS Cusco ANTA ZURITE ZURITE -13.45720 -72.25720 3391
PER003377 VALLES INTERANDINOS CUSCO ANTA ZURITE ZURITE -13.45720 -72.25720 3391
PER003378 VALLES INTERANDINOS Cusco CANCHIS SAN PEDRO SAN PEDRO -14.18620 -71.34290 3485
PER003379 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS SAN PEDRO SAN PEDRO -14.18620 -71.34290 3485
PER003380 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS SAN PEDRO SAN PEDRO -14.18620 -71.34290 3485
PER003381 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS TINTA TINTA -14.14560 -71.40760 3446
PER003382 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS TINTA TINTA -14.14560 -71.40760 3446
PER003383 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS TINTA TINTA -14.14560 -71.40760 3446
PER003384 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 -71.27290 3969
PER003388 VALLES INTERANDINOS Cusco CANCHIS MARANGANI MARANGANI -14.35790 -71.16830 3709
PER003389 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS MARANGANI MARANGAN!I -14.35790 -71.16830 3709
PER003390 VALLES INTERANDINOS Cusco CANCHIS MARANGANI MARANGANI -14.35790 -71.16830 3709
PER003392 VALLES INTERANDINOS CUSCO CALCA LAMAY LAMAY -13.36380 -71.92020 2941
PER003399 VALLES INTERANDINOS Cusco ANTA ANTA MARCKU -13.44610 -72.18720 3331
PER003402 VALLES INTERANDINOS Cusco URUBAMBA OLLANTAYTAMBO PACHAR -13.27390 -72.22370 2846
PER003405 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA URUBAMBA YANAHUARA -13.27167 -72.17935 2846
PER003423 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA OLLANTAYTAMBO CHILLCA -13.22080 -72.33040 2846
PER003427 VALLES INTERANDINOS CUSCO PARURO PILLPINTO PILLPINTO -13.95380 -71.76170 2853
PER003428 VALLES INTERANDINOS CUSCO PARURO PILLPINTO PILLPINTO -13.95380 -71.76170 2853
PER003430 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS SICUANI SICUANI -14.27031 -71.22559 3554
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CcODIGO

NACIONAL ECOTIPO DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
INIA
PER003431 VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS SICUANI SICUANI -14.27031 -71.22559 3554
PER003433 VALLES INTERANDINOS CUSCO QUISPICANCHI URCOS PAMPACHULLA -13.70830 -71.59050 3550
PER003435 VALLES INTERANDINOS CUSCO QUISPICANCHI CUSIPATA CUSIPATA -13.90850 -71.49930 3310
PER003441 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA MARAS MAHUAYPAMPA -13.38917 -72.15941 3632
PER003443 VALLES INTERANDINOS Cusco URUBAMBA MARAS MAHUAYPAMPA -13.38917 -72.15941 3785
PER003444 VALLES INTERANDINOS CUSCO URUBAMBA MARAS CHEQUEREC -13.37730 -72.12180 3762
PER004239 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE CHALLACOLLO -16.09178 -69.67375 3849
PER004240 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004241 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA BATALLA -16.31742 -69.22594 3885
PER004242 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA BATALLA -16.31742 -69.22594 3885
PER004243 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004244 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004245 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004246 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004247 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004248 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004249 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE SIRAYA -16.27207 -69.73343 3884
PER004250 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE SIRAYA -16.27207 -69.73343 3884
PER004251 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE SIRAYA -16.27207 -69.73343 3884
PER004252 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE SIRAYA -16.27207 -69.73343 3884
PER004253 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004254 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004255 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004256 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO PILCUYO QUETY -16.09748 -69.48694 3823
PER004257 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA BATALLA -16.31742 -69.22594 3885
PER004258 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA AMPATIRI -16.30403 -69.24336 3833
PER004259 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA BATALLA -16.31742 -69.22594 3885
PER004260 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA AMPATIRI -16.30403 -69.24336 3833
PER004261 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA BATALLA -16.31742 -69.22594 3885
PER004262 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA AMPATIRI -16.30403 -69.24336 3833
PER004263 ALTIPLANO PUNO YUNGUYO YUNGUYO YANAPATA -16.31749 -69.04295 3867
PER004264 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO JULI CHALLA PAMPA -16.26300 -69.34520 3880
PER004270 ALTIPLANO PUNO YUNGUYO YUNGUYO ACCARI -16.27747 -69.14182 3865
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NACIONAL ECOTIPO DEPARTAMENTO PROVINCIA DISTRITO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
INIA
PER004271 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO JULI CHALLA PAMPA -16.26300 -69.14180 3880
PER004274 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO UNTA - PUNO -15.83920 -70.02917 3856
PER004294 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO UNTA - PUNO -15.83920 -70.02917 3856
PER004332 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO UNTA - PUNO -15.83920 -70.02917 3856
PER004337 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO UNTA - PUNO -15.83920 -70.02917 3856
PER004345 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CULTA -16.03937 -69.74828 3841
PER004356 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CHECCACHATA -16.16325 -69.70816 3850
PER004357 ALTIPLANO PUNO YUNGUYO YUNGUYO YUNGUYO -16.24593 -69.09176 3826
PER004359 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO JULI JULI -16.21460 -69.45930 3869
PER004360 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO JULI JULI -16.21460 -69.45930 3869
PER004361 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO JULI JULI -16.21460 -69.45930 3869
PER004362 ALTIPLANO PUNO PUNO CHUCUITO CHUCUITO -15.89422 -69.88971 3871
PER004363 ALTIPLANO PUNO PUNO CHUCUITO CHUCUITO -15.89422 -69.88971 3871
PER004371 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA POMATA -16.27294 -69.29308 3915
PER004373 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE ILAVE -16.08591 -69.63811 3847
PER004374 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE ILAVE -16.08591 -69.63811 3847
PER004376 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE ILAVE -16.08591 -69.63811 3847
PER004377 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004378 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004379 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004380 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004381 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004382 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004383 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004384 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004386 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004387 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004389 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004391 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO PUNO -15.83920 -70.02917 3827
PER004392 ALTIPLANO PUNO SAN ROMAN JULIACA YOCARA -15.51020 -70.21560 3910
PER004393 ALTIPLANO PUNO LAMPA PUCARA PUCACHUPA -14.92620 -70.50536 3910
PER004394 ALTIPLANO PUNO LAMPA LAMPA CHOCOROSI -15.36517 -70.36686 3964
PER004405 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA HUANCCONI -15.97415 -69.79878 3827
PER004406 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA HUANCCONI -15.97415 -69.79878 3827
PER004407 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA HUANCCONI -15.97415 -69.79878 3827
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PER004408 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CARITAMAYA -16.00981 -69.73471 3833
PER004410 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.83920 -70.02917 3856
PER004411 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.83920 -70.02917 3856
PER004412 ALTIPLANO PUNO PUNO PUNO TALLINA -15.83920 -70.02917 3856
PER004414 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA MOROCCOLLO -15.97415 -69.79878 3827
PER004416 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CHALLA PATJA -15.97415 -69.79878 3827
PER004418 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CHALLA PATJIA -15.97415 -69.79878 3827
PER004423 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI GUITARRANI PATJIA -16.62864 -69.32256 3959
PER004425 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI HUAJAHUI -16.62864 -69.32256 3959
PER004426 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI JACHA JANCCO PUNC -16.62864 -69.32256 3959
PER004428 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI JACHA JANCCO PUNC -16.62864 -69.32256 3959
PER004429 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI SIN DATOS -16.62864 -69.32256 3959
PER004432 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI SIN DATOS -16.62864 -69.32256 3959
PER004433 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO HUACULLANI SIN DATOS -16.62864 -69.32256 3959
PER004435 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA TITHO -15.97415 -69.79878 3827
PER004436 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA TITUO -15.97415 -69.79878 3827
PER004452 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004453 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004454 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004455 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004456 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004457 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004458 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA SIN DATOS -15.97415 -69.79878 3827
PER004460 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA TUCANTANI -15.97415 -69.79878 3827
PER004461 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA TUCANTANI -15.97415 -69.79878 3827
PER004484 ALTIPLANO PUNO PUNO PAUCARCOLLA CANCHARANI -15.71631 -70.05612 3820
PER004489 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE COMUNIDAD CAMPESINA LACOTUYO -16.14097 -69.63931 3861
PER004490 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE CARRETERA ILAVE - TACNA -16.27000 -69.69000 3907
PER004498 ALTIPLANO PUNO EL COLLAO ILAVE CARRETERA ILAVE - TACNA -16.27000 -69.69000 3907
PER004520 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA QUENAFAJA -16.12620 -69.70290 3856
PER004521 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA TOTORANI -16.17987 -69.77238 3983
PER004523 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA CANCHON -15.97415 -69.79878 3827
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NACIONAL ECOTIPO DEPARTAMENTO |  PROVINCIA DISTRITO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD
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PER004526 ALTIPLANO PUNO PUNO ACORA COMUN'gngm?"PES'NA -15.97415 -69.79878 3827
PER004549 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO POMATA KAKACHAPI -16.27294 -69.29308 3880
PER004577 ALTIPLANO PUNO CHUCUITO PISACOMA CHIARAMAYA -16.90420 -69.36580 3880
PER004598 | VALLES INTERANDINOS ANCASH HUAYLAS HUAYLAS CALLEJON DE HUAYLAS -8.87057 77.89371 2759
PER004602 | VALLES INTERANDINOS ANCASH HUAYLAS HUAYLAS CALLEJON DE HUAYLAS -8.87057 77.89371 2759
PER004609 | VALLES INTERANDINOS ANCASH HUAYLAS HUAYLAS CALLEJON DE HUAYLAS -8.87057 77.89371 2759
PER004612 | VALLES INTERANDINOS ANCASH HUAYLAS HUAYLAS CALLEJON DE HUAYLAS -8.87057 77.89371 2759
PER004634 | VALLES INTERANDINOS ANCASH HUAYLAS HUAYLAS CALLEJON DE HUAYLAS -8.87057 77.89371 2759
PER004662 | VALLES INTERANDINOS | AYACUCHO | VICTORFAJARDO |  HUANCAPI HABASPAMPA -13.75060 -74.06300 6300
PER004664 | VALLES INTERANDINOS |  AYACUCHO HUAMANGA VINCHOS VINCHOS -13.24155 7435434 3123
PER004666 | VALLES INTERANDINOS |  AYACUCHO HUAMANGA VINCHOS VINCHOS -13.24155 7435434 3123
PER004669 | VALLES INTERANDINOS |  AYACUCHO HUAMANGA TAMBILLO TAMBILLO -13.19428 74.10995 3300
PER004677 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANCHIS SICUANI MERCCA -14.27031 7122559 3700
PER004679 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI VILUYO -14.36240 -71.34630 3800
PER004680 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 7127290 3800
PER004683 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 7127290 3800
PER004684 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 7127290 3800
PER004685 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 7127290 3800
PER004686 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LANGUI LANGUI -14.43200 7127290 3800
PER004687 | VALLES INTERANDINOS CUSCO CANAS LAYO CCOCHAPATA -14.51590 7116160 3800
PER004688 | VALLES INTERANDINOS CUSCO ACOMAYO SANGARARA YANAMPAMPA -14.00410 7152020 3607
PER004691 | VALLES INTERANDINOS | HUANCAVELICA |  ANGARAES LIRCAY CARHUAPATA -13.02640 7479690 3100
Q30082 SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS SIN DATOS
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Tabla 2: Microsatélites seleccionados para el analisis de diversidad genética en Chenopodium quinoa

SSR Motivo principal Secuencia directo Secuencia reverso Referencia
KAAT006 (ATT)10(GTT)7(ATT)3 tctgcaggatcggtaacctt tigtatctcggetteecact "D. E. Jarvis 2008
KAATO037 (TAA)19 tcaacctccgaatcctatcaa ggatgctgattggtggataaa D. E. Jarvis 2008
KCAA057 (CAA)6(CAT)3(CAA)2CAG(CAA)2 tgtgctaccaactgctctgg ttggttctccatcaggctct D. E. Jarvis 2008
KCAA065 (CAA)5AGC(AAC)2CACACCGAC(AAC)3 gccatcctagttggegttt tctgtccattatcaacttcacca D. E. Jarvis 2008

KGAO03 (GA)16 attgccgacaatgaacgaat gcttctatgtaaatggeatgtcccaac S. A. Christensen 2007
QAAT027 (TATT)5(ATT)13 aatgaggaggcaatgcaaag cggctccctaccaatttctt S.L. Mason 2005
QAAT100 (ACTACC)8ACTGTT(ATTGTT)23(ATT)5GTT(ATT)2(ACT)11 ggcatccagaggtcagtctt gcaattcttcctaataacaacaacaa S.L. Mason 2005
QAAT106 (TAA)9 tcagtaagataatacccatcagtaag aaaatcccctctataattaccaa S.L. Mason 2005
QAAT112 (ATT)13 cccgatccaccataagagaa tgaagtgtaagattggagaatgaca S.L. Mason 2005
QAAT024 (ATT)10 gcttctgaacctttaataggtctgtaccaaatce aagaaatgtcacaagcaagca S.L. Mason 2005
QAAT50 (AAT)17 ggcacgtgctgetactcata atggcgaatggttaatttgc S.L. Mason 2005
QAATT70 (AAT)15 tgaacaggatcgtcatagtcaa gcttctcgttcatcatctgacccaat S.L. Mason 2005
QAATT74 (ATT)14 gcttctatggaacacccatccgataa atgcctatcctcatectcca S. A. Christensen 2007
QAATT76 (ATT)13 cccgatccaccataagagaa tgaagtgtaagattggagaatgaca S. A. Christensen 2007
QATGB86 (AAT)30 gcttcatgtgttataaaatgccaat gcttettctcggettcecactaatttt S. A. Christensen 2007

QCAO069 (CA)4 tgcgctacaccacgagacta gtgttgtgtcatgcgttget S.L. Mason 2005

QCA24 (CT)13TT(CT)12CA(CT)7(CA)17 agatgagcttgaatcattacatc gcttcttacatactgtaaatcatgccaaa S. A. Christensen 2007

QCAO037 (CA)13CT(CA)16 ccgttcttccagaccaattc tcatgagccacttcatacacg S.L. Mason 2005

QCA38 (CAA)B(CAT)3(CAA)2CAG(CAA)2 gcttctcatttcccaaactgcatgaat tgcctcacagtcacacctaca S. A. Christensen 2007

QCA57 (CA)22(TA)S gcttcttgcaaggaaaccatctttgg tgcctcacagtcacacctaca S. A. Christensen 2007

QCA88 (CA)4 gettettetggetgettccacctaat cagtcccggaatcgtaactc S. A. Christensen 2007
QGA021 (CM21 cacgaaaccaactcctctca caccacaatcaccacctttg S.L. Mason 2005
QGA024 (CM21 aatcccgaaagcatattaacca aggaatggtctcttggcaca S.L. Mason 2005
QGAO032 (AG)21 ggtgaattcgaatggcaaag tggcagttggatccactataaa S.L. Mason 2005
QGAO002 (AG)25 gaacctttaataggtctgtaccaaatc aagaaatgtcacaagcaagca S.L. Mason 2005




Figura 2: Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de peso

molecular Invitrogen de 1 Kb.




Tabla 3: Grupos multiplex, rango de amplificacion, temperatura de hibridacion y

fluoroforo utilizado para cada marcador.

Rango de Temperatura de ,
Marcador | - plificacion (pb)*  hibridacion (°c) | T'ueroforo

QGA021 141-161 59 SEAM

5 QGA024 166-221 59

= QAATO027 140-176 59

2 VIC

®  QAATI112 176-221 59

o QGA032 151-206 59

= QCA24 221-251 59

o

o KCAA065 275 60 oET
QATG86 171-196 60

o QGA002 171-231 58 SEAM

& QAATI06 251-341 58

o -

o KGAO3 141-171 58 vic

o QCA38 181-211 58

£ QCA88 181-216 60

D

o QCAS57 141-181 60

o KAATO006 171-206 54 PET
QAAT024 186-241 54 6FAM
QAATT70 146-191 57 VIC

9 QAAT74 151-241 55

L KCAA057 161-191 62 PET

S  QAATS0 181-251 53 6FAM

» QAAT76 131-216 62 VIC
KAAT037 191-331 53
QAAT100 281-441 61 PET

*El rango de amplificacion desde el alelo de menor tamafio detectado hasta el de mayor

tamano. Sin los 19 nucleétidos de la cola M13.



Tabla 4: Riqueza alélica detectada para cada loci en quinuas de valles interandinos y de

altiplano.

Numero de alelos exclusivos

Locus SSR Rango Valles Interandinos (Cusco, Altiplano AIeIo.s He Ho
(pb) | Total | Ayacucho, Ancashy compartidos
. (Puno)
Huancavelica)
KAATO06 | 171-206 9 1 1 7 0.34 | 0.24
KAATO037 | 191-331 31 12 9 10 0.85 | 0.40
KCAAO057 | 161-191 2 0 0 2 0.37 | 0.00
KCAAO065 275 1 0 0 1 0.00 | 0.00
KGA3 141-171 10 2 1 7 0.74 | 0.07
QAATO027 | 140-176 10 1 0 9 0.65 | 0.00
QAAT100 | 281-441 44 13 12 19 0.96 | 0.39
QAAT106 | 251-341 17 8 1 8 0.79 | 0.22
QAAT112 | 176-221 13 3 1 9 0.68 | 0.17
QAAT24 | 186-241 13 1 0 12 0.80 | 0.39
QAAT50 | 181-251 19 4 1 14 0.83 | 0.29
QAAT70 | 146-191 12 1 1 10 0.84 | 0.36
QAAT74 | 151-241 18 0 2 16 0.88 | 0.37
QAAT76 | 131-216 25 4 7 14 0.87 | 0.26
QATG86 | 171-196 5 0 1 4 0.59 | 0.00
QCA24 221-251 5 0 0 5 0.10 | 0.00
QCA38 181-211 4 1 0 3 0.54 | 0.00
QCA57 141-181 6 0 1 5 0.28 | 0.02
QCA88 181-216 3 0 0 3 0.31 | 0.00
QGAO021 | 141-161 9 2 1 6 0.58 | 0.00
QGAO024 | 166-221 20 5 2 13 0.87 | 0.06
QGAO032 | 151-206 11 2 2 7 0.59 | 0.02
QGA2 171-231 7 0 0 7 0.34 | 0.03
TOTAL 294 60 43 191




Figura 3: Porcentaje de alelos exclusivos y compartidos en quinuas de valles interandinos

y de altiplano.

Porcentaje de alelos exclusivos y compartidos en
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interandinos y de altiplano

H alelos exclusivos de valles Interandinos
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M alelos compartidos

Figura 4: Diferencia de la heterocigosidad esperada y observada para cada locus.

Heterozygosity: expected-observed

08
1

- Hobs

04

Hexp

0.2

| HEE_NEE SEEN

L01 102 LO3 LO4 LO5 LO6 LO7 08 LO9 L10 L1 L12 W13 14 L5 116 L17 L18 L19 L20 L21 L22 123

00




Figura 5: Porcentaje de frecuencias de alelos en quinuas de Valles Interandinos.
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Figura 6: Porcentaje de frecuencias de alelos en quinuas del Altiplano.
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Figura 7: Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) de 171 accesiones de quinua procedentes de la valles interandinos y del

altiplano.
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Figura 8: Valor de BIC de 1 a 20 clusters DAPC.
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Figura 9: Analisis discriminante de componentes principales.
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Figura 10: Probabilidad de pertenencia de cada individuo a los 7 clusters genéticos inferidos en el DAPC.
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Anexo I: Protocolo de extraccion de ADN en Chenopodium quinoa

1. Se introdujo el material vegetal en una bolsa plastica gruesa de 10 cm de alto x 13
cm de ancho y se afiadieron 1000 pl del buffer de extraccion CTAB 2% y 2.85 pl

de B-mercaptoetanol.

2. Con la ayuda de la base de un tubo de ensayo se realizé la trituracion del material

vegetal en forma mecanica.

3. Seguidamente se incubaron las muestras a 65 °C durante 45 minutos en constante

agitacion.

4. Posteriormente se agregaron 900 ul de la solucion cloroformo-alcohol isoamilico

(24:1), se homogeneizé y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.

5. Luego se transfirié el sobrenadante a un tubo para microcentrifuga de 2 mL y se
adicionaron 60 pl de CTAB 10%, se agitdé suavemente y se incubo a 65 °C por 5

minutos.

6. Se repitio el paso de 4 y se retir6 el sobrenadante a otro tubo para microcentrifuga
de 1.5 mL.

7. Luego se adiciond isopropanol frio en el mismo volumen que el sobrenadante

obtenido (400-600 pul) y se colocaron las muestrasa -20 °C por 30 minutos.

8. Posteriormente, se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos, se decanto el

sobrenadante y se invirtieron los tubos sobre papel toalla durante 1 minuto.

9. Seguidamente se realiz6 un lavado con etanol a 70% y se centrifugé a 14000 rpm

por 5 minutos.

10. A continuacion se afiadieron 300 pl de acetato de potasio 5 M frio y se incubd a -20

°C por 10 minutos.



11. Luego se centrifug6é a 14000 rpm por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se

continud con el lavado de etanol a 90%.
12. Finalmente se eliming el etanol y se invirtieron los tubos sobre un papel toalla.

13. Una vez seco el pellet de &cidos nucleicos, se adicionaron 100 ul de agua libre de

nucleasas y se dejé disolver a 4 °C.

14. Posteriormente se adicionaron 3 pl de RNAsa 2% y se incubo6 a 37°C por 1 hora.

Anexo I1: Preparacion de soluciones utilizadas en la extraccion de ADN

Tampdn de extraccion CTAB 2x

Stock Final 100 mL
Tris-HCIpH 8.01 M 100 mM 10 mL

CTAB 2% 29

NacCl 1.4 M 8.12¢g
EDTApH8.00.7M 28mM 4 mL

PVP 25% 2590

H.0 miliQ completar a 100 mL

Tampdn de extraccion CTAB 10x

Stock Final 100 mL
Tris-HCIpH8.01M 100 mM 10 mL

CTAB 10 % 109

NaCl 0.7M 29
EDTApH8.005M 10 mM 2 mL

H.0 miliQ - completar a 100 mL




Anexo I11: Protocolo de amplificacion para los cebadores seleccionados

Protocolo PCR simple para marcadores: QAAT?24, QAATT0,
QAATT74, KAAT006, KCAAO57, QAATS0, QAATT76, QAAT100, KAATO37

Reactivo Stock Final
NFW - -

5x KAPA Buffer 5X 1x
MgCl> 25 mM 2 mM
dNTPs 5mM 0.2 mM
Fw 1uM 0.06 uM
Rw 1uM 0.04 uM
M13 1uM 0.06 uM
BSA 10 mg/ml 0.4 mg/ml
Taq Kapa 500U 35U
DNA - 15 ng/uL
Volumen final - 10 pL

Protocolo PCR duplex | para marcadores: KCAA065, QATG86, QCA88, QCA57, KGAS3,

QCA38, QGA2, QAAT106

Reactivo Stock Final
NFW - -

5x KAPA Buffer 5X 1x
MgCl; 25 mM 2 mM
dNTPs 5 mM 0.2 mM
Fwl 1uM 0.06 uM
Rwl 1uM 0.04 uM
Fw2 1uM 0.06 pM
Rw2 1uM 0.04 uM
M13 1uM 0.06 uM
BSA 10 mg/ml 0.4 mg/ml
Taq Kapa 500U 35U
DNA - 15 ng/pL
\Volumen final - 10 pL




Protocolo PCR duplex Il para marcadores: QGA032, QCA24, QAAT112, QAAT027

Reactivo Stock Final
NFW - -

5x KAPA Buffer 5X 1x
MgCl: 25 mM 2mM
dNTPs 5mM 0.2mM
FwW1(QGAO032)/(QAAT112) 1uM 0.1uM
Rwl (QGA032)/(QAAT112) 1uM 0.1 uM
Fw2 (QCA24)/(QAATO027) 1uM 0.1 uM
Rw2 (QCA24)/(QAATO027) 1uM 0.1 uM
M13 1uM 0.08 uM
BSA 10 mg/ml 0.4 mg/ml
Taq Kapa 500U 35U
DNA - 15 ng/uL
\Volumen final - 10 pL

Protocolo PCR duplex I11 para marcadores: QGA021, QGA024

Reactivo Stock Final
NFW - -

5x KAPA Buffer 5X 1x
MgCl; 25 mM 2 mM
dNTPs 5mM 0.2 mM
Fwl (QGA021) 1uM 0.08 uM
Rwl (QGAO021) 1uM 0.06 uM
Fw2 (QGA024) 1uM 0.06 uM
Rw2 (QGA024) 1uM 0.04 uM
M13 1uM 0.06 uM
BSA 10 mg/mi 0.4 mg/mi
Taq Kapa 500 U 35U
DNA - 15 ng/uL

Volumen final - 10 pL




Condiciones de amplificacion:

Denaturacion inicial 94 °C por 3'

Denaturacion 94 °C por 1'

Hibridacién * °C por 1'

i 30 ciclos
Extension 72 °C por 1'
Denaturacion 94 °C por 30"
Hibridacién 53 °C por 30"
8 ciclos

Extension 72 °C por 30"
Extension final 72°C por 10'

*La temperatura de hibridacion fue diferente para los cebadores utilizados (anexo 9).

Anexo 1V: Condiciones de corrida electroforética capilar mediante el ABI 3130xl

Temperatura de horno 60 °C

Voltaje de pre-corrida 15.0 °C
Tiempo de pre-corrida 180 segundos
Voltaje de la inyeccion 1.2 Kvoltios
Tiempo de la inyeccién 50 segundos
Voltaje de corrida 15.0 Kvoltios
Tiempo de corrida por inyeccién 1140 segundos




Anexo V: Electroferograma de los marcadores KGA3 y QCA38.
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Anexo VI: Electroferograma del marcador QAATS0.
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Anexo VII: Clusters genéticos asignados para cada individuo mediante DPCA

O 00 NO L1 W N -

W W WNNNMNNNRNNNNNRRRRERRBRRE R R R
N P O LW OWNO U D WNREPRO OO N UIDAWNEPRO

ACCESION | DEPARTAMENTO DISTRITO CLUSTER ASIGNADO
POR DAPC

PER004405 PUNO ACORA 2

PER004406 PUNO ACORA 2

PER004408 PUNO ACORA 2

PER004410 PUNO PUNO 2

PER004411 PUNO PUNO 2

PER004412 PUNO PUNO

PER004414 PUNO ACORA

PER004416 PUNO ACORA 2

PER004426 PUNO HUACULLANI

PER004428 PUNO HUACULLANI 2

PER004429 PUNO HUACULLANI 4

PER004432 PUNO HUACULLANI 2

PER004433 PUNO HUACULLANI 4

PER004435 PUNO ACORA

PER004436 PUNO ACORA

PER004452 PUNO ACORA

PER004453 PUNO ACORA

PER004454 PUNO ACORA

PER004455 PUNO ACORA

PER004456 PUNO ACORA

PER004457 PUNO ACORA

PER004458 PUNO ACORA

PER004460 PUNO ACORA

PER004461 PUNO ACORA

PER004394 PUNO LAMPA

PER004393 PUNO PUCARA

PER004392 PUNO JULIACA

PER004391 PUNO PUNO

PER004389 PUNO PUNO

PER004387 PUNO PUNO

PER004384 PUNO PUNO

PER004383 PUNO PUNO




33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

CLUSTER ASIGNADO

ACCESION | DEPARTAMENTO DISTRITO POR DAPC
PER004382 PUNO PUNO

PER004381 PUNO PUNO 5
PER004380 PUNO PUNO

PER004379 PUNO PUNO 5
PER004378 PUNO PUNO 2
PERO04377 PUNO PUNO 2
PERO04376 PUNO ILAVE 2
PER004374 PUNO ILAVE 2
PERO04371 PUNO POMATA 2
PER004363 PUNO CHUCUITO 2
PER0O04362 PUNO CHUCUITO 3
PER004361 PUNO JULI 3
PER004360 PUNO JuLl 3
PER004359 PUNO JuLl 3
PER004357 PUNO YUNGUYO

PER0O04356 PUNO ACORA 4
PER004423 PUNO HUACULLANI 2
PER004425 PUNO HUACULLANI 2
PER004520 PUNO ACORA

PER004521 PUNO ACORA

PER004523 PUNO ACORA

PER004526 PUNO ACORA 2
PER004489 PUNO ILAVE

PER004490 PUNO ILAVE

PER004498 PUNO ILAVE 2
PER004294 PUNO PUNO

PER004270 PUNO YUNGUYO

PERO04271 PUNO JuLl

PER004274 PUNO PUNO

PER004332 PUNO PUNO

PERO04337 PUNO PUNO

PER004345 PUNO ACORA

PERO04373 PUNO ILAVE

PER004386 PUNO PUNO

PER004407 PUNO ACORA




68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

< CLUSTER ASIGNADO
ACCESION | DEPARTAMENTO DISTRITO POR DAPC
PER004418 PUNO ACORA 2
PER004484 PUNO PAUCARCOLLA 2
PER004549 PUNO POMATA
PER0O04577 PUNO PISACOMA
PER0O04679 Cusco LANGUI
PER004680 CUSCO LANGUI
PERO04683 CUSCO LANGUI
PERO04687 CUSCO LAYO
PER004688 CUSCO SANGARARA
PER004662 AYACUCHO HUANCAPI
PER004664 AYACUCHO VINCHOS
PERO04666 AYACUCHO VINCHOS
PER004669 AYACUCHO TAMBILLO
PERO04691 | HUANCAVELICA LIRCAY
PER004677 CuUsco SICUANI
PER004684 CuUsco LANGUI
PER004685 CuUsco LANGUI
PERO04686 CuUsco LANGUI
PER004602 ANCASH HUAYLAS
PER004598 ANCASH HUAYLAS
PER004609 ANCASH HUAYLAS
PER004634 ANCASH HUAYLAS
PER004612 ANCASH HUAYLAS
PER003320 CUSCO ACOMAYO
PER003321 CUsCo ACOMAYO
PER003322 CUSCO ACOMAYO
PER003324 CuUsco ACOS
PER003326 CUSCO ACOS
PER003328 CUsCo PISAC
PERO03330 CuUsco OLLANTAYTAMBO
PER003331 CUSCo URUBAMBA
PER0O03334 CuUsco OLLANTAYTAMBO
PERO03335 CuUsco URUBAMBA
PER003339 CuUsco ACOMAYO
PER003343 Cusco POMACANCHI




103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

CLUSTER ASIGNADO

ACCESION | DEPARTAMENTO DISTRITO POR DAPC
PER003345 CUSCO URUBAMBA
PER003347 CUsco SAN SALVADOR
PER003351 CUsco MARAS
PER0O03353 CUSCO MARAS
PER003356 CUsco MARAS
PER0O03359 CUSCO MARAS
PER003361 CUSCO MARAS
PER003363 CUSCO URUBAMBA
PER003364 CUSCO URUBAMBA
PER003365 CuUsco URUBAMBA
PER0O03366 CUSCO COYA
PER003367 CUSCO HUAROCONDO
PER003368 CUSCo POROY
PER003369 CUSCo POROY
PER003371 CuUsco LAMAY
PER003372 CuUsco LAMAY
PER003375 CUSCO PISAC
PER003376 CuUsco ZURITE
PERO03377 CUSCO ZURITE
PER0O03378 CUsco SAN PEDRO
PER003379 CUsco SAN PEDRO
PER003380 CUSCO SAN PEDRO
PER003381 CUsco TINTA
PER003382 CUSCO TINTA
PER0O03383 CUsCo TINTA
PER003384 CUSCO LANGUI
PERO03388 CuUsco MARANGANI
PERO03389 CUSCO MARANGANI
PER003390 CUSCO MARANGANI
PER003392 CuUsco LAMAY
PER003399 CUSCo ANTA
PER003402 CuUsco OLLANTAYTAMBO ‘
PER003405 CuUsco URUBAMBA
PER003423 CuUsco OLLANTAYTAMBO ‘
PER003427 CUsCo PILLPINTO 2




138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

CLUSTER ASIGNADO

ACCESION | DEPARTAMENTO DISTRITO POR DAPC
PER003428 CUSCO PILLPINTO 2
PER003430 CUSCO SICUANI

PER003431 CUSCO SICUANI

PER003433 CUSCO URCOS

PER003435 CUSCO CUSIPATA

PER003441 CUSCO MARAS

PER003443 CUSCO MARAS

PER003444 CUSCO MARAS

PER004239 PUNO ILAVE 3
PER004240 PUNO PILCUYO 2
PER004241 PUNO POMATA 2
PER004242 PUNO POMATA

PER004243 PUNO PILCUYO 5
PER004244 PUNO PILCUYO 2
PER004245 PUNO PILCUYO 5
PER004246 PUNO PILCUYO

PER004247 PUNO PILCUYO 5
PER004248 PUNO PILCUYO

PER004249 PUNO ILAVE 4
PER004250 PUNO ILAVE

PER004251 PUNO ILAVE

PER004252 PUNO ILAVE

PER004253 PUNO PILCUYO

PER004254 PUNO PILCUYO 2
PER004255 PUNO PILCUYO 2
PER004256 PUNO PILCUYO 5
PER004257 PUNO POMATA 5
PER004258 PUNO POMATA

PER004259 PUNO POMATA 4
PER004260 PUNO POMATA 2
PER004261 PUNO rovaTA [
PER004262 PUNO POMATA 4
PER004263 PUNO YUNGUYO 4
PER004264 PUNO Juul 4




